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1. Resumen

El cancer de préstata corresponde a la segunda causa de muerte por cancer en Chile,
la cual ha aumentado progresivamente durante la Gltima década. Esta neoplasia es
de etiologia multifactorial, entre ellas la dieta, debido a que el consumo de azucar
per cépita se ha incrementado en los ultimos 20 afios. El azdcar ampliamente
utilizado en la dieta moderna es la fructosa, debido a sus variadas formas de
presentacion. Se ha correlacionado fuertemente el aumento del consumo de azlcar y
el cancer prostatico en el continente americano y asiatico, siendo este tltimo el que
presenta menor aumento en el consumo de azucares y a su vez el que posee menor
incidencia de esta patologia. Muchos tumores dependen unicamente de glucosa para
su sobrevida, sin embargo la prostata no posee este comportamiento, por lo que
podria estar utilizando otros azucares como fructosa que son ingresados a la célula
neoplasica a través de transportadores especificos de esta y aumentando la expresion
de la enzima fructoquinasa, que es especifica para esta hexosa. Debido a lo anterior
se tiene como hipdtesis que la carcinogénesis y/o progresion de cancer prostatico se
asocia con un aumento de la expresion de transportadores de fructosa y/o la
expresion de fructoquinasa. El objetivo de este estudio es analizar la expresion de
los transportadores de fructosa y enzima fructoquinasa in vitro y ademas la
expresion de los transportadores en muestras clinicas, como también sus posibles
consecuencias metabolicas analizando las enzimas clave a-KGD y PDH en
respiracion celular y metabolismo de hexosas respectivamente. Esto se llevo a cabo
a través de qRT-PCR lo que mostré un aumento de los transportadores de fructosa
GLUT-5, GLUT-7 y GLUT-11, como de la enzima fructoquinasa en lineas celulares
malignas. Por otra parte Western Blot y Citometria de Flujo mostré un aumento de
la expresion de las enzimas anteriormente descritas. En muestras clinicas tumorales
se mostro una alta expresion de GLUT-5, GLUT-9 y GLUT-11 con respecto a
muestras no tumorales. Finalmente, este estudio sugiere que la fructosa es utilizada
de manera imperativa en células de cancer prostatico. Lo que se refleja a nivel
tisular y transcripcional en modelos in vitro. Este trabajo aporta una vision
innovadora de la biologia del cancer de prostata desde un enfoque metabdlico.

Palabras clave: Fructosa, Cancer de Prdstata, Transportadores de Hexosas.



2. Introduccion.

En los Gltimos 40 afios se ha visto un aumento dramatico en la incidencia de cancer
en paises desarrollados (Ferlay et al., 2015). Se ha caracterizado ademas un cambio
radical en la dieta de poblaciones modernas como Estados Unidos, por el aumento
del consumo de azlcares como fructosa o sucrosa atribuyendo de esta forma a la
nueva dieta del mundo occidental (Marriott, Cole, & Lee, 2009), y a su vez cambios
en otros aspectos de la vida moderna en los seres humanos, como estilo de vida
sedentario 0 un mayor consumo en calorias. La fructosa ha cumplido un rol clave en
este proceso en su presencia como un endulzante muy atractivo para aumentar la
vida media de ciertos alimentos o bien su mayor capacidad para endulzar bebidas,
jarabes o alimentos superfluos muy comunes en la dieta moderna de paises
occidentales (George A. Bray, 2013). De manera interesante, los indices de
sindrome metabdlico y cancer se han correlacionado perfectamente con el aumento
en el consumo de fructosa (Tappy & L€, 2010), lo que sugiere sustancialmente que
este aztcar cumple un rol fundamental en la patogénesis de estas enfermedades. El
cancer de prostata en hombres Chilenos a su vez, se ha caracterizado como una
neoplasia con mayor prevalencia durante las Gltimas décadas, después del cancer de
estomago (Ministerio de Salud, 2010), lo que es un problema alarmante de salud
publica en nuestro pais. EI conocimiento que se tiene de esta enfermedad a través de
un enfoque metabolico como una marca neoplasica propiamente tal posee un bajo
peso en la literatura hoy en dia, lo que ha hecho de esta patologia producir mas
interrogantes sobre la naturaleza o biologia de la misma. Las moléculas clave en
estudio corresponden a transportadores que brindan el acceso de la fructosa hacia el
interior de las células (Manolescu, Witkowska, Kinnaird, Cessford, & Cheeseman,
2007) del tejido neoplasico. Comunmente, los estudios de expresion proteica en
tejidos muestran una precision muy alta utilizando marcadores en muestras
bioldgicas con técnicas como Inmunohistoquimica (Matos, Trufelli, de Matos, & da
Silva Pinhal, 2010). También una alta precision a nivel de precursores
transcripcionales como mRNA se ha correlacionado con la ejecucion de otras

técnicas moleculares que permiten cuantificar estos precursores en un enfoque de



alta precision y sensibilidad, como lo es la técnica de qRT-PCR (Bustin, 2000), que
en este caso nos brinda informacion precisa a un nivel de expresion genica. Debido
al alto impacto de la fructosa como un posible sustrato metabolico predominante en
la progresion del cancer de prostata, se obtiene como hipotesis de trabajo que; el
aumento en la expresion de los transportadores de fructosa y/o expresion de
fructoquinasa se asocia con la carcinogénesis y/o progresion tumoral de esta
neoplasia maligna. Este estudio tiene como objetivo principal analizar la expresion
de las proteinas responsables del transporte de la fructosa en modelos de lineas
celulares que recapitulan in vitro, los distintos grados de malignidad/progresién del
cancer de prostata, asi, como también en muestras clinicas de biopsias de pacientes
con cancer prostatico en los cuales se han disectado previamente regiones benignas
y malignas de tejido. Especificamente, se realizard un estudio a nivel de expresion y
distribucion tisular de estos transportadores, expresion génica de los mismos en
lineas celulares y capacidad respiratoria de las células prostaticas con distintos
fenotipos malignos o benignos. Con este estudio, se pretendié obtener una mayor
comprension de la biologia del cancer de prostata desde un enfoque metabolico y
sentar las bases para una futura validacion de los transportadores de fructosa como
biomarcadores de progresion y/o etapificacion. Este conocimiento permitira el
desarrollo de nuevas herramientas moleculares que permitan un mejor abordaje
clinico de este tipo de patologias en el campo de la tecnologia médica, lo que
contribuye a ampliar el rol en la investigacion de neoplasias de importancia en salud
publica en nuestro pais y por otro lado, la generacion de nuevas perspectivas

bioldgicas que apoyen una mejor comprension de este tipo de enfermedades.



3. Marco Teodrico

3.1 Epidemiologia.

El cancer de préstata (CaP) corresponde a la segunda causa de muerte por cancer en
Chile, con una incidencia de 55-57 casos por 100.000 (Ministerio de Salud, 2010) v,
una tasa de mortalidad de 22,7 por 100.000 varones en el afio 2011, la cual ha
aumentado progresivamente durante la Ultima década (Novoa, Anguita, Badilla-O,
Aliaga, & Reyes, 2014). A nivel mundial, es el segundo cancer mas diagnosticado
después del cancer de pulmén (Novoa et al., 2014). En Estados Unidos se ha
estimado que existe una tasa de sobrevida aproximada de 5 afios dependiendo de la
etapa de la enfermedad. Si se encuentra en etapa local (sin diseminacion fuera de la
préstata) los pacientes que alcanzan la tasa de los 5 afios es cercana al 100%. Si el
paciente estd en una etapa regional (propagacion a areas cercanas a la prostata) la
tasa de sobrevivencia a los 5 afios también es cercana al 100%. Por ultimo, en una
etapa distante (cuando existe propagacion a huesos, linfonodos u otros 6rganos no
vecinos) la probabilidad de alcanzar los 5 afios de sobrevida disminuye a un 28%
(Society, 2014).

3.2 Prostata: Generalidades.

En el adulto normal la prostata pesa aproximadamente 20 gramos, se trata de un
organo retroperitoneal que rodea la vejiga y la uretra. EI paréngquima prostatico se
divide en 4 zonas o regiones bien diferenciadas anatdbmicamente: zona periférica
que es donde se originan los carcinomas, zona central, zona transicional que es
donde surgen las hiperplasias y la region del estroma fibromuscular anterior (Fig. 1)
(Kumar, 2010).
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Figura 1. Zonas de la préstata y patologias de prevalencia. Esquema que muestra las diferentes zonas de la
prostata y su rango de prevalencia con respecto a diversas enfermedades, entre ellas el carcinoma

prostatico.(De Marzo et al., 2007)

A nivel histologico, la prostata estd compuesta por glandulas revestidas por dos
capas de células, una capa basal de epitelio cubico bajo cubierta por una capa de
células cilindricas secretoras, las glandulas estan separadas por abundante estroma
fibromuscular. En la préstata maligna (adenocarcinoma) se observa un apilamiento
de las glandulas y estas carecen de las ramificaciones papilares interiores, y como
indicador de malignidad fundamental, la capa de células basales estd ausente
(Kumar, 2010).
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3.3 Método de pesquisa y tratamientos.

Los principales métodos de diagnostico temprano corresponden al tacto rectal y el
examen de antigeno prostatico especifico (APE). La capacidad de diagnostico
aumenta considerablemente al usar estos dos métodos en conjunto. Otro método
utilizado, pero que no se ha demostrado efectividad como método de diagnostico es

la ultrasonografia rectal (Ministerio de Salud, 2010).

En cuanto al tratamiento se utiliza la terapia de privacion androgénica (ADT) la cual
se logra suministrandole una droga que suprime la produccion de andrégenos por
parte del cuerpo, el resultado final de esta accion consiste en la muerte apoptotica
del epitelio luminal que es sensible a androgenos o de las células epiteliales en
cancer de prostata (CaP), el cual produce una disminucion dramatica de la
sintomatologia en pacientes con hiperplasia prostatica benigna (BHP) o CaP. Sin
embargo, la respuesta de la hiperplasia prostatica benigna a ADT, y la extension de
la duracion del efecto inducido, varia en cada paciente y de acuerdo a la modalidad
de tratamiento. En CaP a pesar de que la ADT inicialmente induce una respuesta en
la mayoria de los pacientes, la recurrencia de CaP ocurre en el 80% de los casos
dentro de los 12 a 18 meses de tratamiento (A. Godoy et al., 2011). Otras terapias
que se usan son la prostatectomia radical y la radioterapia pero la sobrevida
especifica a 10 afios no difiere entre quienes son expuestos a prostatectomia radical

y grupos pareados por edad a radioterapia (Ministerio de Salud, 2010).

Con respecto a la predisposicion familiar, los varones con un familiar de primer
grado afectado tienen un riesgo doble de presentar la enfermedad, que aumenta
cuando hay mas familiares directos implicados (hasta 5 veces) (Kumar, 2010). En
relacion a la dieta, un aumento en el consumo de grasas genera una influencia
notable en la adquisicion de la enfermedad. Contrariamente, se piensa que hay
productos de la dieta como los licopenos, derivados de la soja, selenio y vitamina D
que retrasan o previenen el desarrollo del cancer de préstata (Kumar, 2010). El

metabolismo hepatico de la fructosa, sin embargo, podria favorecer la lipogénesis y
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es0 no es sorprendente ya que existen muchos estudios que han descrito cambios en
los lipidos circulantes cuando sujetos han sido sometidos a dietas ricas en fructosa.
Estudios en roedores, perros y primates que consumen dietas altas en fructosa o
sucrosa muestran consistentemente hiperlipidemia (George A Bray, 2007), lo que

apoya lo anteriormente descrito.
3.4 ¢ Cudl es la relacion entre consumo de fructosa y el desarrollo de cancer?

En promedio, el consumo de azUcar per capita se ha incrementado
significativamente, en los dltimos 20 afios, de un consumo promedio de 56g/dia en
1986 a un consumo de 65g/dia en 2007, siendo América y Oceania los mayores
consumidores, mientras que los menores consumidores corresponden a Asia y
Africa (Tappy & L&, 2010). Esto podria estar estrechamente relacionado con la
incidencia de cancer de prostata en ambas regiones. Actualmente, el aumento en la
tasa de obesidad debido al consumo energético y la preponderancia en el
sedentarismo contribuyen al 15% de las muertes por cancer en Estados Unidos
(Hedley et al., 2004). En los ultimos afios se ha establecido como hipotesis que el
consumo aumentado de azucares refinados y endulzantes por si mismos son un
factor de riesgo preponderante en muchos canceres (Kaaks & Lukanova, 2002). El
80% de estos azucares corresponde a endulzantes compuestos por sucrosa y jarabe
de maiz alto en fructosa. Se ha establecido que los niveles de fructosa circulantes
aumentan 2.5 veces en pacientes con cancer de pancreas en comparacion con
pacientes sanos, en presencia de niveles dietéticos comunes a la "dieta occidental”.
Ademas en este tumor se ha determinado que la fructosa induce vias alternativas
para la produccion eficiente de acidos nucleicos, por lo que esto apoya una marca
neoplasica que corresponde al aumento de la maquinaria transcripcional de la célula
cancerigena, lo que sugiere que la fructosa es un sustrato metabdlico imperativo en

la progresion de este tumor (Liu et al., 2010).

La incidencia del cancer de préstata y su mortalidad en la mayoria de las
poblaciones asiaticas han aumentado gradualmente, pero se encuentran en el tercio
mas bajo correspondiente a los cohortes Asiatico-Americanos, los cuales son por si

mismos mas bajos que las tasas observadas en otros cohortes americanos. Ciertos
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factores geneéticos y ambientales particularmente una dieta occidental, podrian
explicar parcialmente estas diferencias (Ito, 2014). Estudios que han asociado
directamente a la fructosa como un factor de riesgo en cancer, tienen una
correlacion directa con lo anteriormente expuesto, ya que se ha visto una relacion
negativa entre la fructosa y el cancer de colon en hombres (Michaud et al., 2005),
asi mismo el cancer de colon en Asia tiene una menor incidencia que en Ameérica
(Pourhoseingholi, 2012). Por otra parte, se ha observado que la fructosa podria ser
un factor de riesgo en cancer de pancreas que también es mas prevalente en

América que en Asia (Ferlay J, 2012)
3.5 Metabolismo de hexosas.

Las células animales como unidades morfo-funcionales requieren de energia para
llevar a cabo sus funciones metabdlicas bésicas y complejas. Las hexosas son
moléculas utilizadas ampliamente por las células como sustrato energético para la
ejecucion de la vasta mayoria de sus procesos metabolicos, las que pueden
encontrarse en la dieta humana siendo las mas comunes glucosa, galactosa y
fructosa. La fructosa es un azlcar con la formula quimica similar a la glucosa
debido a la presencia de un grupo cetona en posicion 2 de su cadena carbonada,
mientras que en la molécula de glucosa existe un grupo aldehido en posicion 1 de su
cadena carbonada (Fig. 2) (Tappy & L&, 2010).

CH,OH

Figura 2. Estructura molecular en proyeccion de Haworth de las moléculas de Glucosa (izquierda)

y Fructosa (derecha).

La fructosa y la glucosa son monosacaridos presentes en pequefias cantidades en las

frutas y en la miel, mientras que la sucrosa, un disacarido formado por una molécula
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de glucosa unida a una molécula de fructosa a través de un enlace glicosidico o 1-4,
se encuentra en cantidades sustanciales en la cafia de azucar y en la remolacha,
debido a esto la fructosa cumple un papel fundamental en la dieta diaria de los seres

humanos y por lo tanto sus consecuencias metabdlicas son importantes.

A pesar de que la glucosa es uno de los monosacaridos mas ampliamente utilizados
en los diversos tejidos, la entrada de la fructosa en el proceso de glicdlisis es
Ilamativamente importante, ya que aproximadamente el 50% del consumo de
fructosa en la dieta esta destinado en la produccion misma de glucosa a través de su
metabolismo en el higado (Delarue et al., 1993), mientras que glucosa cuando es
consumida por un individuo sano es metabolizada ampliamente en el higado, pero a
su vez es ingresada eficientemente por diversos tejidos a la sangre. Esto puede ser
explicado por las bajas concentraciones de fructosa en el plasma sanguineo luego de
una ingestion directa de fructosa en la dieta que oscilan aproximadamente entre 50 y
500uM (Macdonald, 1966).

Muchos eventos en la glicolisis se encuentran regulados por productos metabélicos
de ésta para poder mantener una homeostasis de energia en la célula y, por lo tanto,
existen enzimas clave con estos aspectos regulatorios. Las enzimas de tipo quinasa
catalizan la transferencia de un grupo fosforico desde una molécula de ATP hacia
una molécula aceptora, que en este caso, corresponde a una hexosa (glucosa o
fructosa) (Fig. 3), por lo que una vez que ingresa a la célula es fosforilada
utilizdndose una molécula de ATP para cumplir dos objetivos fundamentales: 1)
Impedir la difusién hacia el exterior de la célula gracias a la carga negativa del
grupo fosfato adherido a la hexosa, de manera tal que la célula pueda mantener la
cantidad suficiente de glucosa o fructosa dependiendo de sus demandas metabdlicas
y, 2) manejar y comprometer las vias en una direccién hacia enzimas posteriores en
la glicolisis, dandole un caracter irreversible a la fosforilacion de la molécula (Alex
Mitchell, 2015).

Las enzimas encargadas de fosforilar a las hexosas son fructoguinasa y

hexoquinasa.
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La enzima fructoquinasa posee dos isoformas importantes: Fructoguinasa A que se
encuentra ampliamente distribuida en diversos tejidos y Fructoquinasa C que se
encuentra principalmente en higado, intestino y rifion. Tiene una alta especificidad
(debido a su baja constante de Michaelis (Ky) de 0.5Mm) por la fructosa y una
capacidad de transporte promedio (con una Vmsx aproximadamente de 3 uM/minuto
por gramo de higado de rata o humano) (Adelman, 1967). Debido a esta
caracteristica se ha determinado ademas que fructoquinasa C produce un excesivo
agotamiento transitorio de ATP en la célula, sumado a este efecto la ausencia de
mecanismos regulatorios de retroalimentacion negativa como ocurre en el caso de
Hexoquinasa y sus isoformas (Hexoquinasa I, 11, 11 y IV o Glucoquinasa) (Ishimoto
etal., 2012).

En términos fisioldgicos durante la via de la glicolisis la fructosa esta involucrada
en la isomerizacion de glucosa-6-fosfato hacia fructosa-6-fosfato por medio de la
enzima denominada fosfoglucosa isomerasa y, por lo tanto, la consecuente

conversion de una aldosa a una cetosa.

Figura 3. Reaccion catalitica de la fosforilacion de la molécula de glucosa. Se observa la

utilizacion de una molécula de ATP y como cofactor Mg+2 (Alfarouk et al., 2014).
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Figura 4. Rol de la molécula de fructosa en la via glicolitica, productos e interconversiones. A la izquierda

se observa la molécula de fructosa en su forma de fructosa-1,6-bifosfato en la segunda etapa de la glicolisis.

A la derecha se observan las diversas entradas de la fructosa hacia la via de la glicolisis (Berg, Tymoczko, &
Stryer, 2001).

En una etapa posterior ocurre una segunda fosforilacion mediante la enzima
fosfofructogquinasa para dar como producto fructosa 1,6-bifosfato (F-1,6-BP)(Fig.
4), para que luego este producto sea escindido en dos sub productos de tres carbonos
cada uno denominados Dihidroxiacetona fosfato (DHAP)(Fig. 4) y Gliceraldehido
3-fosfato (GAP) respectivamente (Fig. 4), cuya reaccion enzimatica es ejecutada por

la enzima Aldolasa (Berg et al., 2001).

Posteriormente se promueven una serie de reacciones e interconversiones cuyo
producto energético culmina con la accion de la enzima Fosfoenolpiruvato (PEP)
con lo que se obtienen dos moléculas de piruvato, dos de NADH y dos de ATP las
cuales pueden ser posteriormente destinadas a otras vias metabdlicas importantes,

siendo el piruvato un mediador clave en los eventos posteriores.

El destino final de las moléculas de piruvato derivadas de una molécula de fructosa

0 glucosa es determinante para la produccion de un normal y alto rendimiento de
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ATP. La enzima PDH (Piruvato deshidrogenasa), que cataliza la conversion de
piruvato a Acetil-CoA con el posterior ingreso al ciclo de Krebs, funciona como
puerta de entrada a esta etapa clave en la biosintesis masiva de energia
(Koukourakis, Giatromanolaki, Sivridis, Gatter, & Harris, 2005). Finalmente, dentro
de la mitocondria y durante el ciclo de Krebs, la enzima a-KGD (Alfa cetoglutarato
deshidrogenasa) que cataliza la conversion de Alfa Cetoglutarato a Succinil-CoA
(Tretter & Adam-Vizi, 2005), es clave en la produccion de especies reductoras
como NADH para el correcto funcionamiento de la cadena transportadora de

electrones y la correcta liberacion de grandes cantidades de ATP.

3.6 Metabolismo de hexosas en cancer.

Las células cancerigenas poseen diversas caracteristicas que les permiten ser
clasificadas como parte de un tejido neoplasico y cuyas modificaciones las habilitan
para sobrevivir en ambientes adversos. Se ha determinado por muchas décadas que
las células cancerigenas poseen un metabolismo energético alterado. En condiciones
aerobicas, las células normales procesan glucosa, primero a piruvato durante la
glicolisis en el citosol y luego producen dioxido de carbono en la mitocondria; bajo
condiciones anaerobicas, se ve fuertemente favorecida la glicélisis y poco piruvato
es enviado a la mitocondria (Warburg, 1956). Producto de esta baja eficiencia en la
produccion de energia neta de solo una molécula de hexosa, las células neoplésicas
necesitan aumentar la cantidad de metabolitos energéticos sobre expresando ciertos
mediadores glicoliticos (Zhao, Butler, & Tan, 2013), pero a su vez la mayor fuente
de ingreso al citoplasma, que son los transportadores de estas moléculas (Jones &
Thompson, 2009). Este efecto alterado en el metabolismo se puede observar
acentuado en microambientes hipoxicos que se encuentran en el centro de las masas
celulares de muchos tumores que han delimitado estructuralmente la angiogenesis
exacerbada de estos tejidos, por lo tanto se ha demostrado que existen factores como
HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) que inducen un aumento de la glicolisis de
manera indirecta (DeBerardinis, Lum, Hatzivassiliou, & Thompson, 2008). Con

respecto a esto, se ha observado una mayor expresion de transportadores de hexosas
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Unicamente en el centro de las porciones papilares en carcinoma prostatico
(Reinicke et al., 2012)

3.7 Transportadores de hexosas.

Para la translocacion de las hexosas, como por ejemplo fructosa a través del espacio
intra y extra celular y debido a la naturaleza hidrofébica de las membranas
celulares, se requiere de proteinas transportadoras transmembrana especificas. Estas
proteinas han sido clasificadas en dos grandes familias: SCL2 (GLUT) que utiliza el
gradiente existente en la concentracion de hexosa entre el lado interno y externo de
la membrana plasmatica y, por lo tanto, no consume energia, y SGLT, que
transporta hexosas dentro de la célula contra su gradiente de concentracion, cuyo
proceso se encuentra acoplado al gradiente de Na®, con el consecuente costo de

energia (Calvo, Figueroa, Pulido, Campelo, & Aparicio, 2010).

3.8 Transportadores facilitativos SLC2 (GLUT).

Existe una familia de genes denominados transportadores facilitativos de glucosa o
GLUTs (por sus siglas en inglés) para distintas isoformas de transportadores, los
cuales comparten una importante homologia de secuencia, aunque cada una de estas
isoformas presenta una afinidad especifica por las distintas hexosas. Actualmente se
han identificado catorce isoformas de estos transportadores agrupados en tres
diferentes clases (familias I, Il y 1ll) que se clasifican de acuerdo a su secuencia
estructural. Se ha propuesto ademas, un modelo estructural de secuencia
aminoacidica que puede explicar el movimiento de ingreso de hexosas hacia el
citoplasma (Fig. 5), como también la divergencia que existe entre la afinidad de los
transportadores por sus sustratos. De acuerdo a este modelo, estos transportadores
contienen 12 dominios a-helicoidales hidrofobicos, por lo tanto esta orientacion
sugiere que la cadena polipeptidica atraviesa 12 veces la membrana plasmatica de la
célula. Tanto el dominio NH,- y COOH- terminal se encuentran orientados hacia el

citoplasma de la célula. La caracteristica comun entre los miembros de la familia | y
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Il de los transportadores GLUT es que poseen un loop extracelular entre los

dominios de transmembrana 1 y 2 cuya particularidad es un sitio de N- glicosilacion

(Fig 5). Estudios previos han demostrado que en GLUT 1 la glicosilacion en este

sitio aumenta la eficiencia del transporte de glucosa posiblemente debido a la

estructura especifica de esta hexosa por esta region (Asano et al., 1991).

Figura 5. Modelo estructural de transportador GLUT clase 1 y 1. Secuencia aminoacidica que contiene 12

dominios. Ambos extremos terminales se encuentran en la cara interna de la célula. Se observa el dominio de

interaccion con el inhibidor glicolitico Citocalasina B. Modificado de (M. Mueckler et al., 1985).

Tabla 1. Transportadores GLUT, afinidad a sustrato y ubicacion 6rgano-especifica.

Transportador Sustrato Tejidos
Glucosa Fructosa Higado Rifibn | Pancreas | Cerebro | Intestino | Préstata

GLUT-1 X X X
GLUT-2 X X X X X

GLUT-5 X X X
GLUT-7 X X X

GLUT-9 X X X

GLUT-11 X X X

Tabla 1.- Transportadores GLUT relacionados a este estudio.
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La clase I de los transportadores esta formada por GLUT 1-4 y GLUT 14. GLUT 1
puede transportar principalmente glucosa (Kn = 3mM), aunque también puede
transportar galactosa, manosa y galactosamina con distinta eficiencia (Augustin,
2010). GLUT 1 es responsable de la captacion de glucosa basal que se requiere para
mantener la respiracion en células, y su expresion esta correlacionada usualmente
con la tasa de respiracion y metabolismo de la glucosa. La expresion de GLUT 1 es
reprimida por p53, un importante supresor de tumores en cancer. La alteracion en la
expresion de p53 puede explicar la sobre expresion observada en muchos tipos de
canceres, asi como su aumento en el metabolismo de la glucosa y su alto consumo

energético (Calvo et al., 2010).

Con respecto a GLUT 2, corresponde a un transportador de baja afinidad pero alta
capacidad, transportando glucosa (K = 17mM) y fructosa principalmente (Kn, =
76mM), aunque también es capaz de transportar galactosa, manosa y glucosamina,
esta Ultima con una alta afinidad (Uldry, Ibberson, Hosokawa, & Thorens). GLUT 2
es el mayor transportador de glucosa en hepatocitos, en los enterocitos intestinales
(ubicacion basolateral), celulas que forman los tabulos contorneados proximales en
el rifidén (ubicacion basolateral), asi como también en las células beta del pancreas
(ubicacion apical). En el higado GLUT 2 es el principal encargado principal de la
captacion y liberacion de glucosa en estados de alimentacion y ayuno

respectivamente (Mike Mueckler & Thorens, 2013).

La clase Il de los transportadores incluye a GLUT 5, GLUT 7, GLUT 9y GLUT 11.
GLUT 5 en humanos solo puede transportar fructosa, con una K, de 6mM. GLUT-5
no es inhibido por drogas cominmente usadas como citocalasina B, floretina o
florizina (Augustin, 2010). Juega un rol importante en el intestino delgado, donde se
localiza en la membrana apical de los enterocitos, y es responsable del transporte de
fructosa presente en la dieta. GLUT 7 esta capacitado para transportar glucosa y
fructosa y se caracteriza por tener una alta afinidad por ambos sustratos (Ky =
0.3mM). No es capaz de transportar 2-deoxiglucosa (2-DG), un analogo usado en
investigacion que es utilizado como trazador capaz de ser incorporado a la célula
pero no sigue la ruta de la glicolisis (Augustin, 2010). EI mRNA de GLUT 7 esta
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principalmente expresado en el intestino delgado y colon y, en menor extension en
testiculo y prostata. Con respecto a GLUT 9 hasta la fecha no se tiene mucha
informacion sobre su actividad, aunque se ha sugerido que podria ser un
transportador de fructosa. Sin embargo, GLUT 9 permite el transporte de uratos. En
humanos y ratones se ha observado un splicing alternativo o el uso de distintos
promotores para generar dos proteinas. GLUT 9a y GLUT 9b, que solo difieren en
su region N-terminal y su ubicacion. ElI primero se encuentra ampliamente
distribuido mientras que el segundo principalmente esta expresado en el rifién, la
placenta y el higado (Keembiyehetty et al., 2006). Finalmente, otro rol importante
de este transportador parece ser el de la funcion de sensor de glucosa en las células
beta del pancreas en colaboracion con GLUT 2. GLUT 11 parece transportar
glucosa y fructosa, pero no galactosa (Calvo et al., 2010). Al igual que GLUT 9
posee variantes, en este caso 3 (11a,11b y 11c) que tienen una expresion diferencial
en corazén, musculo esquelético, rifion, tejido adiposo y pancreas (Mike Mueckler
& Thorens, 2013).

La clase Ill estd formada por GLUT 6, GLUT 8, GLUT 10, GLUT 12 y HMIT
(H*/Mioinositol) (Mike Mueckler & Thorens, 2013). GLUT 6 es un transportador
con una baja afinidad por la glucosa y se encuentra en cerebro, bazo y leucocitos,
mientras que GLUT 8 se encuentra presente en testiculo, cerebro y tejido adiposo.
GLUT 10 ha sido reportado en los tejidos sensibles a la insulina como mdsculo
esquelético y corazén, como también higado y pancreas. GLUT 12 ha sido
pobremente caracterizado pero se postula que se expresa en corazon, intestino
delgado, prostata y tejidos sensibles a la insulina. Finalmente, perteneciente a la
clase 111 se encuentra HMIT, un transportador de Mioinositol acoplado a H* que se

expresa predominantemente en cerebro (Wood & Trayhurn, 2003).

El azGcar mas ampliamente metabolizado por células de tejidos humanos es la

glucosa, cuyo transportador principal es la isoforma GLUT 1 (Calvo et al., 2010).
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Se ha propuesto un modelo de orientacion de los diferentes transportadores GLUT
en la membrana plasmatica que explica la alta o baja afinidad por cada tipo de
hexosa presente en el medio extracelular, confiriéndole a estos transportadores la
caracteristica principal de ser tejido especificos y no presentar el mismo patron de

distribucion tisular en todos los 6rganos.

En mama, por ejemplo, la expresion de GLUT 1 se encuentra en el tejido normal
benigno, sin embargo, se sobre-expresa en cancer, aumentando el consumo y la
captacion de glucosa. Sumado a este efecto, también se observa una mayor
expresion de GLUT 5, y por lo tanto se sugiere un aumento del consumo de fructosa
en este tipo tumoral (Alejandro Godoy et al., 2006). Las diferencias de captacion y
afinidad funcional de diversos tipos celulares en condiciones normales y patolégicas
pueden ser demostradas por dos técnicas que permiten hacer una medicion y
visualizar la captacion de azucares y otras moléculas en células cancerigenas, y
corresponden a experimentos de captacién con moléculas radiomarcadas: a) Ensayo
de captacion (““Uptake Assay”) y b) FDG-PET (fluoro 2- deoxy-D-glucose/positron
emission tomography (de Geus-Oei et al., 2006). El ensayo de captacion hace
relacion con la capacidad de la célula de poder incorporar una molécula mediante el
transporte de ésta a través de la membrana plasmatica gracias a transportadores
especificos (Méager, Eiriksdottir, Langel, EI Andaloussi, & Langel, 2010). ElI FDG-
PET es una herramienta 0 modalidad muy importante en oncologia ya que combina
disciplinas de imagenologia in-vivo y biologia molecular, ademas esta técnica
permite visualizar funciones propias de la célula, como el metabolismo de azucares,
proliferacion celular, metabolismo de la membrana celular o expresion de receptores
(Awvril et al., 2010), ademas, esta técnica funciona para neoplasias que poseen un

alto ingreso de glucosa en su metabolismo tumoral.

En contra parte, la prostata tiene un comportamiento diferente ya que, en tejido
prostatico benigno se observa la expresion de GLUT 1y GLUT 5, y a medida que la
prostata presenta una transformacion, como en la neoplasia intraepitelial prostatica

de alto grado (HGPIN) esta disminuye la expresion de GLUT 1, sin embargo, la
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expresion de GLUT 5 se mantiene constante y en cancer desaparece la expresion de

este transportador (Reinicke et al., 2012).

En ensayos de FDG-PET utilizando glucosa radiomarcada no se ha observado que
haya una incorporacion de esta hexosa por parte de las células de cancer prostatico
sugiriendo que, la glucosa no es un sustrato primordial en la mantencion, sobrevida
y crecimiento de este tipo de neoplasias (Reinicke et al., 2012). De manera
interesante, el hecho de que no se incorpore glucosa, sugiere que las células de
cancer prostatico podrian utilizar sustratos distintos a la glucosa como fuente de

energia metabolica.

Por lo tanto, el estudio de la expresion de los transportadores de hexosas, y
principalmente los transportadores de fructosa permitird elucidar ciertas variables
aun no descritas que estén implicadas directamente con el comportamiento,
naturaleza o biologia de esta neoplasia maligna. A través de esta investigacion, se
podra proporcionar informacion preliminar tendiente a validar la expresion de el/los
transportador/es de fructosa como posible/s biomorcador/es en cancer de proéstata,
los cuales podrian en un futuro ser utilizados como una herramienta de diagnéstico

0 como posibles blancos terapéuticos para el tratamiento del cancer. .
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4. Hipotesis

“La carcinogenesis y/o progresion del cancer prostatico se asocia con un aumento

de la expresion de transportadores de fructosa y/o la expresion de fructoquinasa”

5. Objetivo General

Evaluar la expresion de transportadores de fructosa en modelos in vitro y muestras

clinicas de cancer prostatico con distintos grados de agresividad tumoral.

5.1 Objetivos Especificos

1.- Caracterizar el patrén de expresion génica de los transportadores de fructosa
(GLUT 2, 5,7, 9y 11) en lineas celulares de: prostata humana benigna, cancer de
prostata estimulado por andrégenos y en cancer de prostata resistente a la

castracion.

2.- Caracterizar la presencia y/o distribucion tisular de los transportadores de
fructosa (GLUT 2, 5, 7, 9 y 11) y de glucosa (GLUT 1) en tejidos prostaticos

tumoral y no tumoral.

3.- Estudiar la expresion de enzimas glicoliticas hexoquinasa y fructoquinasa v,
cuantificar masas mitocondriales en lineas celulares de prostata benigna, cancer de
prostata sensible a la privacion androgénica y cancer de prostata resistente a la

castracion.
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6. Metodologia
6.1 Tipo de estudio

El tipo de estudio presentado en esta unidad de investigacion es un estudio
experimental analitico y tiene como funcion comprobar y cuantificar, mediante la
aplicacion de diferentes técnicas, la presencia o ausencia de transportadores de

fructosa.
6.2 Lugar de realizacion

El estudio se realizo en el laboratorio del Dr. Alejandro Godoy en el departamento
de Fisiologia ubicado en la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Avenida

Libertador Bernardo O’Higgins 340, Santiago, Region Metropolitana.
6.3 Variables a estudiar

6.3.1 Lineas celulares de prostata humana benigna:
a) PWR-1E: Linea celular derivada de un gen supresor de tumores mas células
epiteliales de prostata humana. La linea proviene de una prdstata normal con
hiperplasia leve que fue inmortalizada con un adenovirus hibrido. EI medio de
cultivo contiene keratinocyte serum free (KSF) + Penicilina/streptomicina (P/S)
(desde 500uL a 50mL) + L-Glutamina.

b) RWPE-1: Linea celular derivada de células epiteliales de la zona periférica de
una préstata humana de adulto histolégicamente normal pero que fue transducida
con una copia del virus HPV-18. ElI medio de cultivo contiene keratinocyte serum
free (KSF) + Penicilina/streptomicina (P/S) (desde 500uL a 50mL) + L-Glutamina.
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6.3.2 Lineas celulares de cancer prostatico humanas sensibles a estimulacion
con androgenos:
c) VCaP: Esta linea fue establecida desde metastasis de hueso vertebral de una
préstata cancerigena resistente a andrdgenos, sin embargo, es una linea sensible a
androgenos. EI medio de cultivo contiene Dulbecco’s Modified Eagle’s médium
(DMEM) + Fetal Bovine Serum (FBS) 10% + P/S (500uL a 50mL) +
Dihidrotestosterona (DHT).

d) LNCaP: Esta linea deriva de una puncion de aguja fina de un linfonodo
supraclavicular izquierdo de un hombre caucasico de 50 afios con un diagnostico
confirmado de carcinoma metastasico de prostata. Este tipo celular prolifera con un
medio que contiene RPMI-1640 + 10% de FBS + P/S (500puL a 50mL) +
Dihidrotestosterona (DHT) 1 mM.

6.3.3 Lineas celulares de préstata humana insensibles a la estimulacion con

androgenos:

e) C4-2: Esta linea posee las mismas condiciones que LnCaP, también proviene de
carcinoma metastasico de préstata. Las células expresan receptor de androgeno y de
estrégeno. Este tipo celular prolifera con un medio que contiene RPMI-1640 + 10%
de FBS + P/S + Dihidrotestosterona (DHT) 1 mM.

f) DU145: Es una linea celular derivada de metastasis de cerebro, no expresa
antigeno prostatico especifico (PSA) y tiene un potencial metastdsico moderado

comparado con PC-3. Crece en un medio que contiene MEM + 10% FBS + P/S.

g) PC-3: Esta linea celular tiene un potencial metastasico muy elevado comparado
con DU145. Fue establecida desde metéstasis de hueso de un cancer de prostata
grado 1V. El medio de cultivo contiene de F-12K + 10% de FBS + P/S.
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6.4 Métodos y materiales.
6.4.1 Extraccion de RNA de cultivos celulares:

Las lineas celulares ya descritas, en cantidad de 10° fueron tratadas con 1000pL de
RNAzol® RT (Sigma-Aldrich) en placas Petri de 100 mm. El reactivo RNAzol®
RT es un agente caotropico compuesto por tiocianato de guanidina con fenol que
efectivamente disuelve RNA, DNA y proteinas, por lo que brindo la facilidad de
separar el RNA del DNA, proteinas y polisacaridos solubilizando la mezcla en un
medio acuoso Yy realizando centrifugaciones breves, permitiendo en este caso
precipitacion final del contenido purificado de RNA (Chomczynski & Sacchi,
2006). Luego el contenido de la placa fue recolectado y homogeneizado. Esta
mezcla se vertié en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, Se agregaron 400 uL de agua
nano pura y se sometio a vortex durante 15 segundos para luego ser incubado 15
minutos a T° ambiente. Luego se centrifugd cada tubo a 12.000 rcf por 15 minutos a
T° ambiente donde se observo un pellet semisolido y un sobrenadante que contiene
el RNA extraido, para que luego este pellet fuera extraido a un nuevo tubo
Eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente se agreg6 un volumen de alcohol isopropilico
100% (Winkler) igual al volumen de RNA extraido anteriormente, se incubo 10
minutos a T° ambiente y luego se centrifugd a 12.000 rcf por 10 minutos a la misma
temperatura. Luego los pellet fueron lavados dos veces con 500 pL de etanol 75%
por 1 mL de sobrenadante utilizado para precipitacion y luego el contenido fue
centrifugado a 6.000 rcf por 3 minutos a T° ambiente. Finalmente, el pellet obtenido
de RNA fue solubilizado entre 10 y 20 pL de agua libre de RNAsas (Winkler, Chile)
con pipeteos repetitivos. Finalizado este proceso, el material se encontrd listo para:
estudiar integridad de RNA, absorbancia mediante un espectrofotémetro (Epoch,
Bio-tek), cuantificacion del RNA vy realizacion de técnica de qRT-PCR (Applied

Biosystems).
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6.4.2 Sintesis de cDNA (ADN complementario):

Una vez obtenida y analizada la integridad del RNA se realizd la sintesis de
cDNA o DNA complementario a este con el objetivo de tener solamente el
MRNA codificante de interés en una molécula mucho mas estable en presencia
de RNAsas no deseadas, 1o que permitio una alta eficiencia en la amplificacion
exponencial del RNA en cuestion durante el ensayo de gRT-PCR (Okayama,
2012). Para la sintesis de cDNA se prepard una solucion que contiene un
volumen final de 10uL, de los cuales 8L corresponden a la suma de la cantidad
de RNA que se utilizd (2ug) y agua DePC, los 2uL restantes corresponden a una
mezcla de DNAsa (Promega) y Buffer RQ1 (Promega) en partes iguales, la
enzima se utilizé para eliminar cualquier remanente de DNA genomico que
puede encontrarse en forma de traza en la solucion obtenida de la extraccion de
RNA de las lineas celulares. La mezcla anterior fue incubada en un
termociclador durante 1 hora a 37°C. Finalizado esto, se agregd a la solucién
anterior 1uL de DNAse Stop Solution (EDTA) (Promega) para detener la accion
de la DNAsa y se incub6 durante 10 minutos a 65°C en un termociclador. Una
vez terminada la incubacion se le agregd a la solucion una mezcla de 1 U de
RNAsin (Promega) que es utilizado como un inhibidor de ribonucleasas y por lo
tanto mantiene la pureza del RNA en estudio, buffer de reaccion M-MLV 1x
(Promega), Random Primers 0,04 ug/mL (Promega) que permitieron altos
rendimientos en la produccion de cDNA al brindar diversos puntos de partida
para la transcripcion reversa (Ferlay et al., 2015), 2 mM de DNTps utilizados
como monomeros para la polimerizacion de nuevos acidos nucleicos en cada
reaccion y 10 U de Transcriptasa Reversa M-MLV (Promega) encargada de
realizar la transcripcion anti sentido de la hebra monocatenaria de RNA de
interés. La solucidn se incubo 1 hora a 37°C en un termociclador y luego por 15

minutos a 70°C en el mismo para inactivar la enzima M-MLV.
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6.4.3 qRT-PCR (Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction):
6.4.3.1. Determinacion de la eficiencia de partidores.

Para analizar esta eficiencia se realiz6 una curva de calibrado. Para esto se prepard
un tubo madre con una concentracion conocida de cDNA de interés de un tejido
control y una linea celular (5uL de cDNA de cada tejido control + 2uL de cDNA de
linea celular) y tres tubos A, B, C. En el tubo A se adicionaron 1pL de la solucion
del tubo madre y 4uL de H,O libre de RNAsas (H,O Dietilpirocarbonato o DePC),
completando un volumen total de 5uL, una vez mezclado, de este tubo se extrajo
1uL de solucion y se traspasoé al tubo B, se agregaron 4uL de H,O DePC (Winkler)
y finalmente del tubo anterior se extrajo 1uL de solucién, se adicionaron 4uL de
H,O DePC para completar un volumen de 5uL, por lo tanto esto se traduce en una
dilucion de razon 1:5. A partir de los parametros obtenidos en el StepOne™
Software, se determind la eficiencia de cada partidor a partir de la siguiente

ecuacion:
Eficiencia: 10-(1/pendiente delacurva) _ 1

Finalmente, se prepararon los tubos de reaccion para gRT-PCR. A cada tubo se le
agregaron 9uL del mix de corrida + 2 uL de cDNA de cada linea celular que se
dese0 estudiar y estos cDNA se obtuvieron de: tubo madre, tubo A, tubo B y tubo C
y se concluyd el procedimiento ingresando los tubos al equipo StepOne™ Real-

Time PCR para realizar analisis.

6.4.3.2. Determinacion de doble delta CT.

Para este modelo experimental se utilizaron tres variables, el gen de interés de la
isoforma GLUT o0 gen de la enzima en estudio (Hexoquinasa o Fructoquinasa)
respectiva en: linea celular en condiciones normales (Wild Type) que consisti6 en la
linea celular benigna RWPE-1, linea celular en analisis, ya sea linea celular benigna,
maligna resistente a la privacion androgénica o maligna sensible a la privacion

androgénica y el gen para control enddgeno o “Houskeeping gene” que consistio en
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el gen B-2 Microglobulina. Este fue el gen de eleccion debido a que no tiene
relacion con el metabolismo y por lo tanto no sufre modificacion alguna como es el
caso de GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), otro “Housekeeping
gene” ampliamente utilizado, por lo que se midio cada gen de la isoforma GLUT
respectiva por triplicados en funcion de este control enddgeno. La preparacion de
las muestras contuvo en cada reaccion 10uL totales los cuales consisten en 5uL de
SYBRGreen (Applied Biosystems®), 3uL de agua DePC (Winkler), 1uL de
partidores y 1uL de cDNA de interés. En cada corrida el ciclo de temperatura
comenzd con, una denaturacion inicial de 10 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos
de; 15 segundos de denaturacion a 95°C, 15 segundos de hibridacion a 60°C (o
56°C dependiendo del partidor) y 15 segundos de elongacion. En cada una de las
corridas de PCR en tiempo real, se realizo la curva de melting o de disociacion la
cual prosigue hasta el ciclo 40 y que consistio en 15 segundos a 95°C, y 5 segundos
entre 55° y 95°C. Esta curva se realizd para asegurar la obtencion de una sefal
limpia, libre de cualquier sefial luminosa correspondiente a dimeros de partidores o
uniones inespecificas debido a DNA genomico residual. Al finalizar cada reaccion
de amplificacion se verifico la formacion de un producto unico, por el analisis de la
curva de melting o denaturacion (Pryor & Wittwer, 2006). Finalmente, cada
reaccion de gRT-PCR se determino por el valor Cy demostrado por el software que
corresponde a la interseccion de la curva de amplificacién y la linea umbral y que

representa la concentracion de cada secuencia blanco en la reaccion de PCR.

El analisis de expresion génica comparativa y normalizada con el control enddgeno,

se determind con los siguientes algoritmos (Livak & Schmittgen, 2001):

1. ACt = Ct (gen interes) — Ct (control endégeno) En cada linea celular en analisis.
2. ACt = Ct (gen interés) — Ct (control enddgeno). En la linea celular celular benigna
RWPE-1 utilizada como control.

3. Normalizacion del gen en estudio respecto al control:

AACt = ACt (Linea celular en estudio) — ACt (Linea celular control RWPE-1)

4. Finalmente, se obtiene la expresion génica relativa o fold change (cuantas veces

estd aumentada o disminuida la expresion génica respecto al control):
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2AACt = Expresion Normalizada
Gen Temperatura de
denaturacion
Tamafio (Melting
Secuencia (5’>3’) producto temperature
MT)
GLUT-1 Sentido ATCGTGGCCATCTTTGGCTTTGTG
S— 165 pb 60°C
Antisentido | CTGGAAGCACATGCCCACAATGAA
GLUT-2 Sentido TCCAGCTACCGACAGCCTATT
110 pb 60°C
Antisentido | CCAGCCGTCTGAAAAATGCT
GLUT-5 Sentido TGGAGCAACAGGATCAGAGCATGA
Antisentido | AGGATGACCCAAAGGCAGCTATCA 87pb 60°C
GLUT-7 Sentido TCTGCCTCCTCACTGCGATTTACA
Antisentido | TCCTCTGGAAGCTTCACCCTGTT 115 pb 60°C
GLUT-9 Sentido TTCTGGCCATCATCGCCTCTTTCT 60°C
Antisentido | GTTGACGGTGCCTGCAATGATGAA 119 pb
GLUT-11 Sentido ATGAGAGCGCTCCGAAGACTGATT
Antisentido | ATTCCTGAATGTGCAAGGTCGG 133 pb 60°C
B2M Sentido TAGGAGGGCTGGCAACTTAG
64 pb 60°C
Antisentido | CCAAGATGTTGATGTTGGATA
Hexoquinasa Sentido AGTACATGGGCATGAAGGGC
93 pb 60°C
Antisentido | AGGGTGCTGTTACCTCGTCC
Fructoquinasa Sentido CTCAGAAGCTGGGAGTCCAC
137 pb 60°C
Antisentido | AGTCAGCGGGAGGAGGTATT

Tabla 2. — Secuencia de partidores para qRT-PCR.
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6.4.4 Extraccion de proteinas totales

Se utilizaron placas Petri de 100x15 mm para; dos lineas de prostata benigna (PWR-
1E y RWPE-1), dos de cancer de prostata sensible a la privacion androgénica
(VCaP y LnCaP), y dos lineas celulares insensibles a la estimulacion con
andrégenos (DU-145 y PC-3). Se extrajo el medio de cultivo de cada placa y se
agrego 200 pL de una solucién compuesta de: buffer John’s (Tris 20 mM pH 7,4,
Triton 1%, glicerol 10%, NaCl 137 mM, EDTA 2 nM) para realizar la lisis celular e
inhibidor de proteasas para evitar la degradacion proteica por accion enzimatica
(960 pL de buffer John’s + 40 pL de inhibidor de proteasas). Se extrajo el
contenido celular de cada placa a un tubo Eppendorf y luego fueron centrifugados a
13.500 rpm por 15 minutos. Finalizado el paso anterior, se obtuvo una fase acuosa y
un pellet celular, de la cual se extrajo la fase acuosa que contiene el total de

proteinas en un tubo Eppendorf nuevo previamente enfriado.
6.4.5 Método de Lowry para cuantificacion de proteinas.

En una placa de 96 pocillos (Thermo Scientific) se agregd 25 pL reactivo A* (ImL
de reactivo A (BioRad) + 20 pL de reactivo S (BioRad)). Luego, a los pocillos de la
curva estandar se les agregd 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 pyL de BSA por duplicado
omitiendo los pocillos de la muestra de interés. Una vez que se realizd este
procedimiento se agregaron 2 pL de Buffer John’s o PBS (dependiendo de cuél fue
el buffer utilizado para extraer las proteinas) a la curva estandar y 2 pL de proteinas
a los pocillos de la muestra. Luego se agregaron 18, 16, 14, 12, 10, 8 y 6 uL de agua
DePC (Winkler) a los pocillos de la curva estandar y 18 uL a cada pocillo de la
muestra. Finalmente, se adicionaron 200 pL de reactivo B (BioRad) a los pocillos
de la curva estandar y a los de la muestra. Una vez realizado el mix se procedié a
dejar en incubacién durante 15-30 minutos y se cuantifico en un espectrofotometro

a una absorbancia de 630 nm (Epoch Biotek).
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6.4.6 Western Blot.

Este procedimiento se utilizd para la demostracion cualitativa de proteinas
mediante un inmunomarcaje post electroforesis en un gel de poliacrilamida (Kurien
& Scofield, 2006). Se utilizaron geles de poliacrilamida al 10% ya que permitieron
una mayor porosidad acorde al rango del peso respectivo para cada proteina en
estudio (PDH: 43 kDa, o-KGD 48 kDa). La preparacion de cada gel de

poliacrilamida consistié en los siguientes componentes:

H,O Destilada 2,6 ml
Acrilamida/Bisacrilamida (Bio Rad) 3ml
Tris 1.5 M pH 8.8 (Winkler) 3,38 ml
SDS 10% (Bio Rad) 90 pL
Persulfato de Amonio 10% (Winkler) 90 pL
TEMED (Winkler) 9 uL

Tabla 3.Volumenes y componentes de un gel de corrida de Poliacrilamida 10%. Las
cantidades se encuentran estandarizadas para pesos de proteinas entre 20 - 150 kDa.

La mezcla se realizé en un tubo Falcon de 50 ml, con lo que los dos ultimos
componentes de la mezcla fueron Persulfato de Amonio cuya funcion fue realizar la
gelificacion y luego TEMED que consistio en el catalizador de la reaccion. Luego
se realizd la preparacion de un gel concentrador con los mismos componentes
(excepto buffer Tris 0,5 M pH 6.8) lo que permitio el cargado de proteinas con
buffer de carga 10X y la penetracion de estas al inicio del gel. Este buffer facilito la
precipitacion de las proteinas en la base de cada carril (Manolescu, Witkowska, et
al., 2007).
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H,O Destilada 4,39 ml
Acrilamida/Bisacrilamida (Bio Rad) 778 uL
Tris 0,5 M pH 6,8 (Winkler) 750 pL
SDS 10% (Bio Rad) 60 pL
Persulfato de Amonio 10% (Winkler) 60 puL
TEMED (Winkler) 10 uL

Tabla 4. Volimenes y componentes de un gel concentrador de poliacrilamida 10%. Las
cantidades se encuentran estandarizadas para pesos de proteinas entre 20 - 150 kDa.

Finalizado el proceso anterior, se realiz6 la incubacion de las proteinas durante 5
minutos en un termociclador (50 ug) con buffer de carga 10x y luego se ejecuto la
corrida del gel en buffer de corrida TG-SDS 1X a 0,03 A para evitar bandas difusas
(Manolescu, Witkowska, et al., 2007), aproximadamente 1 hora hasta que el frente
se visualizara cruzando el gel concentrador. Luego se aument6 el amperaje a 0,06 A
y una vez que el frente llegé a la base de la camara, la corrida fue detenida.
Posteriormente se ensambld el sistema de transferencia en una membrana de
nitrocelulosa. Esta transferencia se realizd para lograr el traspaso del contenido
proteico del gel de corrida hacia la membrana de nitrocelulosa en virtud de la
migracion de las proteinas proporcionadas anteriormente segn su peso molecular
(Mahmood & Yang, 2012). Luego se ejecuté la transferencia propiamente tal a 0,3
A por 1 hora en frio. Una vez que concluy6 la transferencia de proteinas a la
membrana de nitrocelulosa se desamblé el sistema y se dejaron las membranas de
nitrocelulosa en una solucion de leche 5% en buffer TTBS 1X en agitacion durante
1 hora a T° ambiente, para permitir el bloqueo de proteinas inespecificas y evitar
fondo (Kothari & Mathews, 2015). Luego se realizaron las incubaciones del
anticuerpo primario en volumenes necesarios para cubrir la membrana de
nitrocelulosa. Para anti a-KGD (Santa Cruz) 1:1000 en buffer TTBS 1X y anti PDH
(Abcam) 1:2000 en buffer TTBS 1X. Esta incubacion se realiz6 12 horas en
agitacion a 4°C. Posteriormente se realizaron 3 lavados con buffer TTBS 1X
durante 10 minutos cada uno, aplicando agitacion constante. Luego se realizé la

incubacion del anticuerpo secundario (Dako) un anticuerpo anti-lgG (contra la
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especie del primer anticuerpo) a una concentracion de 1:1000 en TTBS 1X durante
1 hora a temperatura ambiente con agitacion. Luego se realizaron 3 lavados de 15
minutos cada uno con buffer TTBS 1X. Finalmente se llevo a cabo el revelado de
las membranas de nitrocelulosa, utilizando una solucion de luminiscencia Wester

Nova (Cyanagen).
6.4.7 Inmunohistoquimica.

Las muestras de tejido histopatologicamente afectadas fueron obtenidas del
biorepositorio y banco de informacion de Roswell Park Cancer Institute en Buffalo,
NT, USA (Data Bank and BioRepository). Antes de comenzar con el ensayo de
inmunohistoquimica los cortes de tejido fueron desparafinados con tres cambios de
Xilol (Winkler) (Xilol I, 11'y 111) durante 10 minutos cada uno y luego comenzé la
rehidratacion con una bateria descendiente de etanoles (Winkler) que consiste en
primer lugar en 3 bafos en etanol absoluto durante 5 minutos cada uno, 3 bafios de
Etanol 95% durante 5 minutos cada uno, luego 2 bafios de Etanol 70% durante 5
minutos cada uno y finalmente se sumergieron las muestras en Buffer Tris HCI 1X
pH 7.8 (Winkler) durante 5 minutos con agitacion continua. Luego se realizo el
proceso de recuperacion antigénica que consistio en someter los tejidos a una
solucion de Buffer Citrato de Sodio 0,01 M pH 6.0 (Winkler) utilizando un sistema
de olla a presion durante 30 minutos. Finalizado el proceso anterior, se dejaron los
cortes de tejido en reposo en la misma solucion de recuperacion antigénica para
permitir su enfriamiento paulatino y luego se sumergieron en tres cambios de agua
destilada durante 2 minutos cada uno, finalmente se realizé un lavado de los cortes
durante 3 minutos con Buffer Tris HCI 1X pH 7.8. Una vez finalizada la etapa de
desparafinado y recuperacion antigénica se procedio a ejecutar el procedimiento de
inmunohistoquimica comenzando con la realizacion del blogueo de peroxidasa
enddgena de los cortes de tejido utilizando perdoxido de hidrogeno al 3% (Winkler)
en metanol absoluto (WInkler) durante 10 minutos a T° ambiente y luego se lavaron
los cortes 2 veces con Buffer Tris HCI 1X pH 7.8 durante 3 minutos cada uno.
Luego se realizd el blogueo de proteinas tisulares durante 20 minutos utilizando

BSA (Albumina de suero de bovino) a una concentracion de 2% en Buffer Tris HCI
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1X pH 7.8. Una vez realizado el blogueo de proteinas y sin someter los cortes a
lavados se procedid a la incubacion con el anticuerpo primario respectivo (anti
GLUT 2,5, 7, 9y 11, Alpha Diagnostic International Inc) a concentraciones en un
rango de 1:100 — 1:1000 segun recomendaciones del fabricante durante 12 horas en
una camara humeda a T° ambiente. A continuacion se realizaron 3 lavados de los
cortes con Buffer Tris HCI pH 7.8 en tiempos ascendentes; el primer lavado fue de
3 minutos, el segundo de 5 minutos y el Gltimo de 7 minutos. Luego se realizo la
incubacion del anticuerpo secundario conjugado con HRP (Peroxidasa rabano
picante) (Dako) en una dilucién de 1:100 por un tiempo de una hora a T° ambiente
en una camara humeda. Se realizaron 3 lavados de los cortes con Buffer Tris HCI
1X pH 7.8; el primero de 3 minutos, el segundo de 5 minutos y el tercero de 7
minutos y finalmente se realizo el revelado con DAB (3,3-Diaminobencidina)
(Dako) por un tiempo de 3 minutos visualizando en el microscopio Optico. Se
realizo el contraste nuclear con Hematoxilina de Harris (Cell Marque) durante 2
minutos por cada tejido con el consecuente azulamiento de tincién utilizando un
bafio agua corriente durante 10 minutos y finalmente se deshidrataron las muestras
en una bateria que consistio en tres bafios de etanoles crecientes; primero 5 minutos
en etanol 95° y luego 10 minutos en dos bafios de etanol absoluto. Se concluyo el
procedimiento realizando el aclaramiento con dos bafios de Xilol durante 10
minutos cada uno y se montaron los portaobjetos con resina sintética en medio

hidrofébico.
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Se utilizaron los siguientes tejidos control para la validacion de la técnica de

inmunotincion:

Marcador | Tejido control Dilucion
(+)
GLUT-1 Carcinoma 1:100

renal de células

claras
GLUT-2 Rifion 1:100
GLUT-5 Rifion 1:1000
GLUT-7 Rifion 1:100
GLUT-9 Rifion 1:200
GLUT-11 Rifion 1:100

Tabla 5. Tejidos control para técnica inmunohistoquimica.

6.4.8 Citometria de Flujo: Ensayo de NaO (10-N -nonyl acridine orange).

El colorante fluorescente NAO interacciond con los componentes de Cardiolipina
de la membrana mitocondrial interna, la cual es una estructura clave en la
produccion de ATP durante la cadena transportadora de electrones (Petit et al.,
1994), dando cuenta de la integridad de esta membrana en el conteo de células
tefiidas y no tefiidas con NAO, a través de citometria de flujo, lo que brindo
informacion sobre el nimero de masas mitcondriales e integridad de estas mismas
(Jacobson, Duchen, & Heales, 2002).
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En una placa Petri de 100 mm se sembraron 10° células. Luego se retird el medio de
cultivo, se lavo con PBS 1X y se tripsinizaron las células. Posteriormente se prepar6
una solucion de trabajo compuesta de NAO 100 nM a partir de un Stock de 1mM en
PBS 1X frio, manteniéndola siempre en oscuridad. Luego se resuspendieron las
células en un tubo Eppendorf de 1.5 mL en 500 L de solucion de trabajo y 500 pL
de PBS para la condicion control, posteriormente se incub6 por 20 minutos a 37°C
en oscuridad. Finalmente se centrifug6 a 3.000 rpm para retirar la solucién de
trabajo y se resuspendio el contenido en PBS 1X frio. En este paso, el contenido
final se protegid de la luz y se adquirio en el citometro de flujo FACS (Fluorescence
Activated Cell Sorting) DiVa Il BD. Los datos fueron analizados en el programa

FCS express 4.
6.4.9 Andlisis estadistico

El andlisis de cuantificacion relativa de western blot se realizo con el software
ImagelJ, El andlisis estadistico de qRT-PCR, eficiencia de partidores y ensayo de
transporte se realizd mediante el software Graphpad Prism 5 utilizando la prueba
One Way Anova Yy post correccion Bonferroni. Para esto, se trabajé con la media
aritmética de datos independientes en los experimentos, determinando el error
estindar medio (SEM). Los valores fueron considerados estadisticamente

significativos cuando el valor p<0,005.
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7. Resultados.

1.- Caracterizar el patron de expresion génica de los transportadores de fructosa
(GLUT 2,5, 7,9y 11) en lineas celulares de: préstata humana benigna, cancer de
prostata estimulado por andrdgenos y en cancer de prostata resistente a la

castracion.

7.1 Eficiencia de partidores para qRT-PCR:

Mediante una curva estandar utilizada en gRT-PCR se midié la eficiencia de los
partidores de cada uno de los transportadores GLUT de interés (1, 2,5, 7, 9 y 11)
ademas de un “Housekeeping gene” de control enddgeno pS-2-microglobulina
(B2M), obteniendo asi el ciclo umbral (Ct) de cada gen para cada transportador.
Esto se realizd por diluciones seriadas a partir de una concentracion de cDNA
conocida (dilucién 1:5), por lo que cada valor Ct en la gréfica corresponde al doble
del valor C+ que le precede. Finalmente, como resultado se obtuvo una pendiente, la
cual permitio calcular la eficiencia. Los partidores de: Glut-1 con una eficiencia de
92.7% (Fig 6a), Glut-2 con un 100.5% de eficiencia (Fig 6b), Glut-5 con un 118%
de eficiencia (Fig 6c¢), Glut-7 con una eficiencia de 116% (Fig 6d), Glut-9 con una
eficiencia de 97.35% (Fig 6e), Glut-11 con un 102.9% de eficiencia (Fig 6f) y el
gen B2M el cual presentd una eficiencia de 92.5% (no mostrado), para poder
realizar la validacion de la eficiencia en la reaccion de gPCR posterior. Todos los
valores se encuentran dentro de los rangos aceptables (entre 90%-120%) (Livak &
Schmittgen, 2001), por lo que se valida la eficiencia de cada partidor en la reaccion
de gPCR. Cabe destacar ademas que cada reaccion de gRT-PCR para cada gen de
interés culmind con el andlisis de la curva de Melting o curva de temperatura de
disociacion de los partidores, para demostrar que la deteccion de fluorescencia fue
especifica para el gen de interés y que no corresponde a fluorescencia debida a
dimeros de partidores o DNA gendémico residual. Una vez realizado este
procedimiento, se llevé a cabo el analisis de expresion relativa de los genes GLUT

en estudio y también analisis de 2 4T,
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Figura 6. Eficiencia (E) de los partidores. Glut-1 (a), Glut-2 (b), Glut-5 (c), Glut-7 (d), Glut-9 (e) y Glut-11 (f).
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7.2 Expresion de mRNA en lineas celulares.

Una vez realizada la eficiencia de los partidores, se llevd a cabo el analisis de
expresion relativa de los genes de transportadores GLUT en estudio y también el

analisis del algoritmo 274¢T

para observar cambios en la expresion a nivel de
MRNA de los transportadores a través de las lineas celulares en funcién de la
normalizacion por un control enddgeno. Todas las muestras fueron analizadas por
StepOne” Real-Time PCR System (Life Technologies). Se estableci6é que la linea
celular RWPE-1 corresponde a la linea “wild type” (WT) o linea control y que en
base a esta, se determinaron los calculos para evidenciar la expresion relativa de
MRNA de los distintos transportadores GLUT (La omision de GLUT-2 se debio a

que su expresion no se encuentra en préstata) (Alejandro Godoy et al., 2006).

Del analisis se observa un aumento de la expresion de transportadores GLUT de
fructosa, que corresponden a la Clase Il (5, 7, 9 y 11) en las lineas celulares que
presentan algun grado de malignidad o progresion tumoral con respecto a las lineas
celulares de prostata benigna. En la linea celular de cancer de prdstata metastasico
resistente a la privacion androgénica PC3 (Fig 7b) se observa un aumento muy
significativo de GLUT-5, que es un transportador eficiente y exclusivo de fructosa
no asi su contraparte benigna RWPE-1 la cual expresa significativamente menores
niveles de mMRNA de GLUT-5. Con respecto a GLUT-7, un transportador que
acorde a la literatura posee una alta afinidad por glucosa y fructosa y cuyo mRNA
se expresa en bajas cantidades (Calvo et al., 2010) se observa que la mayor
expresion se encuentra en LNCaP (Fig 7c). Cabe destacar ademas que LnCaP es
una linea celular con menor grado de agresividad que PC3, sin embargo se clasifica
como maligna y posee capacidad metastasica al igual que ésta (Thalmann et al.,
1994).

A través de todas las lineas celulares se observa una expresion constante de mRNA
pero en distintas proporciones de GLUT-1 (Fig 7a) lo que ya ha sido reportado en la
literatura (Effert, Beniers, Tamimi, Handt, & Jakse, 2004) en lo que corresponde a
las lineas celulares DU-145, PC3 y LnCaP. En lo que respecta a GLUT-9 se observa

una expresién muy baja en las lineas celulares LNCaP y PC3 (Fig 7d). Con respecto
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a GLUT-11 (Fig 7 e) la expresion relativa de mRNA muestra que existe una gran
expresion en la linea celular PC3 y que posee una gran significancia con respecto a
DU-145.

En resumen, la mayor expresion significante entre las lineas celulares corresponde a
GLUT-5 en la linea celular de cancer de prdstata metastasico resistente a la
privacion androgénica PC3, GLUT-9 presenta una baja expresion a lo largo de la
progresion tumoral representada por los diversos grados de malignidad de cada linea
celular en estudio. GLUT-11 presenta un patron similar a la expresion de GLUT-5
en términos de que los mayores niveles de mMRNA corresponden también a la linea
celular de cancer prostatico metastasico resistente a la castracion; PC3. Con este
estudio se concreta la presencia del transportador exclusivo de fructosa GLUT-5 en
preponderancia en modelos celulares altamente malignos, siguiendo un patron muy
similar los transportadores con alta afinidad por glucosa y fructosa; GLUT 7 y
GLUT 11 a nivel de mRNA.
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Figura 7. Expresion relativa (fold change) de mRNA de GLUT-1 (a), GLUT-5 (b), GLUT-7 (c), GLUT-9 (d) y GLUT-11
(e). Se observa la expresién a nivel de RNA mensajero por parte de las lineas celulares mediante qRT-PCR y analisis de 2
“44CT con un N=3. Significancia estadistica (*) se fijé por P<0.05 mediante analisis ANOVA de una via.
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2.- Caracterizar la presencia y/o distribucion tisular de los transportadores de
fructosa (GLUT 2, 5, 7,9y 11) y de glucosa (GLUT 1) en tejidos prostaticos

tumoral y no tumoral.

7.3 Ubicacion y expresion tisular de transportadores clase | (GLUT-1y 2) v

clase Il (GLUT 5, 7, 9y 11) mediante Inmunohistoquimica.

Se obtuvieron muestras de 5 pacientes (P1, P2, P3, P4 y P5) y para cada uno de
ellos se obtuvo una muestra no tumoral (NT) y una tumoral (T) con un grado de

progresion neoplasica desconocida.

Se analizaron las glandulas bien conservadas en la muestra NT, se definio como
criterio general una glandula bien conservada a la estructura histolégica que
mantenga su epitelio de origen con una base de células basales y un epitelio
cubico/columnar simple en el lumen de la glandula. En cuanto a la muestra T se
analizaron todas las glandulas con especial mencién a aquellas que hayan perdido su

orden ldgico y existan distintos grados de atipia nuclear (Humphrey, 2007).

En cuanto a la muestra no tumoral (NT) correspondiente al paciente 1 (P1) se
observa una tincion negativa para el transportador GLUT 1 en la glandula apreciada
en la imagen (Fig. 8), también se observa un estroma limpio, sin un fondo
inespecifico de tincion de manera que no existe una marca concreta en esta zona. En
la muestra tumoral (T) se observa una tincién negativa, tanto en epitelio como
estroma, cabe destacar la alta cantidad de glandulas y la alta anisocariosis que se

observa en este corte histologico que corresponden a caracteristicas de malignidad.

Del paciente 2 (P2) en su muestra NT se pudo observar una inmunorreactividad
positiva para GLUT-1 en la region estromal correspondiente a un nervio periférico
(punta de flecha), lo cual ha sido previamente descrito en otro tipo de tejidos (Salla
et al., 2008), sin embargo este hallazgo de inmunotincion no ha sido reportado en
tejido prostatico. Por otra parte dentro de un vaso sanguineo se observan glébulos
rojos (punta de flecha) que detallan un marcaje de membrana, denotandose este
patrén como un control positivo interno para la inmunotincion (Reinicke et al.,

2012) (Fig. 8). También observamos un epitelio adyacente al estroma anteriormente
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mencionado, que se encuentra bien conservado con una capa de células basales en
orden y una capa de celulas cubicas hacia el lumen de la glandula y tincidn negativa
para GLUT-1. En su contraparte tumoral observamos, nuevamente, presencia de
inmunotincion para GLUT-1 en globulos rojos (Fig. 8) (punta de flecha) y un
epitelio menos conservado en la zona inferior de la imagen con una glandula que
pierde su orden. Se observa ademas una superposicion de ndcleos lo que denota un
cierto grado de malignidad en esta muestra y a su vez existe una ausencia de
inmunotincion para GLUT-1 en el epitelio prostatico, lo que concuerda con lo

descrito previamente (Reinicke et al., 2012).

En la muestra NT del paciente 3 (P3) se observa nuevamente un nervio periférico
positivo para GLUT-1 (punta de flecha), por otra parte, adyacente a esta estructura
se distingue una glandula de pequefio tamafio donde se observan las caracteristicas
anteriormente mencionadas. En la zona estromal se ve una tincién limpia sin fondo
ni precipitado inespecifico (punta de flecha). En la muestra T de este paciente,
observamos una imagen similar aunque mas heterogénea, donde existe una reaccion
positiva para GLUT-1 localizada en el recubrimiento del nervio periférico, pero
ausencia de tincion epitelial. En la esquina superior izquierda de la imagen (Fig. 8)
se observa una glandula que posee una zona bien conservada y que luego se
visualiza una porcion donde se desarrolla una transicion hacia una mala
conservacion, invadiendo al estroma y perdiendo su orden logico, siendo esta
caracteristica un criterio histopatologico primario en cancer de préstata (Humphrey,
2007).

En relacion al paciente 4 (P4) la muestra NT revela que no existe tincion en la
glandula ni en el estroma prostatico, pero si en los globulos rojos presentes en el
tejido. Si se observa la muestra T de este paciente se visualizan glandulas con

caracteristicas de malignidad que no conservan un orden.

Con respecto al paciente 5 (P5), se pueden analizar las dos muestras (NT y T)
debido a su limpieza tanto en estroma como en las glandulas. Por otra parte, en
ambas muestras se observa la diferencia denotada anteriormente donde las glandulas

tumorales son mucho mas celulares que las que se aprecian en la muestra NT.
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Al analizar el control positivo en un carcinoma renal de células claras se observa
claramente el delineamiento de la membrana plasmatica por parte de las células
cancerigenas que, a pesar de su desdiferenciacion, conservan la expresion de este
transportador (Fig. 8). No se observa inmunotincién a nivel de citoplasma de las
células neoplasicas (Fig. 8). En la muestra de metastasis en ganglio (Fig. 8), donde
la alta celularidad no muestra un patrén de tincion claro de ninguna célula presente
en el tejido.
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Figura 8. Inmunohistoquimica de GLUT-1. Se observa la marcacidon en las muestras no tumorales
(NT) y tumorales (T) de los 5 pacientes, su control (CTRL) y la muestra metastasica (MET). Scale

Bar 9um.
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Al analizar la tincion de GLUT-2 (Fig. 9) se observa que, en las muestras NT de
todos los pacientes (P1, P2, P3, P4 y P5) las glandulas se observan sin tincién
positiva para este transportador mixto de hexosas. Sin embargo en la muestra de P4

se observa una leve tincion con un patron citoplasmatico y de membrana.

Con respecto a lo que observado en las muestras T correspondientes a los 5
pacientes, se encuentran todas las caracteristicas que definen una glandula maligna,
pérdida de la diferenciacion morfoldgica normal por la formacion de un mayor
numero de pequefias glandulas, las distintas aberraciones nucleares como aumento
del tamafo del mismo y un nucléolo prominente (P1), la pseudo estratificacion de
un epitelio que originalmente es un epitelio simple (P2), la obliteracion de los
limenes glandulares por parte de las células (P3) y la fusion de glandulas (P4)

debido a las prolongaciones de estas mismas.

Para poder determinar la marcacion del transportador y validacion de la técnica, se
utilizé el control positivo que corresponde a una muestra de rifion normal. La
imagen revela la presencia del transportador en la zona baso lateral de la célula en
los tubulos renales siendo positiva para GLUT-2. Sin embargo, la muestra
metastasica no posee una marcacion de estas caracteristicas, siendo negativa para la
presencia de GLUT-2.
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Figura 9. Inmunohistoquimica de GLUT-2. Se observa la marcacion en las muestras no tumorales
(NT) y tumorales (T) de los 5 pacientes, su control (CTRL) y la muestra metastasica (MET). Scale

Bar 9um.
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Otro transportador en estudio de inmunomarcaje es GLUT-5 (Fig.10) que ofrece,
por su diversidad en cuanto a la intensidad de marcacion, una oportunidad mas

amplia de analizar las muestras estudiadas.

En cuanto a las muestras NT de los pacientes (P1, P2, P3, P4 y P5) se puede
observar que en P1 y P2 se encuentra una reaccion positiva tanto en citoplasma
como en membrana, sin embargo en P3 la marcacion de este transportador se
encuentra en la zona apical de la célula glandular y no en su citoplasma. En el P4 se
observa un delineamiento a través de la membrana sin encontrar algin tipo de
reaccion en citoplasma o en una zona concreta de la membrana plasmatica, por otra
parte, P5 muestra un delineamiento leve de la membrana apical del epitelio que
compone la glandula (Fig. 10) y muestra también un control positivo interno al
demostrarse el inmunomarcaje de membrana en los eritrocitos que muestran una

marcacion positiva, tanto para GLUT-1, como para GLUT-5 (Concha et al., 1997).

Por otra parte, las muestras T sometidas a la técnica de Inmunohistoquimica para
revelar la presencia o ausencia de GLUT-5 muestran la misma variedad de
marcacion que su contraparte NT. Como se observa en P1, se muestra una
marcacion citoplasmatica y de membrana, sin embargo P2 y P4 solo delinea la
membrana de las células glandulares, mientras que en P5 s6lo se observa una

reaccion positiva para el transportador en la zona apical de la membrana plasmatica.

A diferencia del resto de los tejidos, la muestra tumoral T correspondiente al
paciente P3 demuestra la mayor marcacion para este transportador, una marcacion
netamente mixta (membrana y citoplasma), a diferencia de su contraparte no

tumoral (NT) que demuestra solo una marcacion de membrana.

En cuanto al control positivo (Fig. 10), una muestra de rifidn benigno, se observa
una marcacion tanto citoplasmatica como de membrana, sin embargo, la marcacion
de membrana se observa en la zona apical de esta y no en la zona baso lateral como
se observa en GLUT-2.
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Figura 10. Inmunohistoquimica de GLUT-5. Se observa la marcacion en las muestras no tumorales
(NT) y tumorales (T) de los 5 pacientes, su control (CTRL) y la muestra metastasica (MET). Scale

Bar 9um.
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Con respecto a otro transportador de interés GLUT-7 (Fig. 11) perteneciente a la
clase 1l (transportadores de fructosa) se puede destacar la reaccion negativa en todas
las muestras no tumorales (NT) de los 5 pacientes, tanto en las glandulas analizadas
como también en el estroma circundante. Hasta el momento, no existen reportes en
inmunotincion en prostata de un control positivo interno de GLUT-7 (Fig.11), como
existe en otros transportadores donde estructuras tisulares pueden ser positivas para
GLUT-1y 5. En cuanto a las muestras tumorales (T), a las cuales se les realizé la
técnica, ninguno de los cortes histoldgicos demostro positividad para la reaccion

deseada tanto en epitelio como en estroma.

El control positivo para este marcador donde se utilizO una muestra de rifion
benigno (Fig. 11), se observa una marcacion mixta de membrana plasmatica,

principalmente en la zona apical de la membrana y de citoplasma.
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Figura 11. Inmunohistoquimica de GLUT-7. Se observa la marcacion en las muestras no tumorales
(NT) y tumorales (T) de los 5 pacientes, su control (CTRL) y la muestra metastasica (MET). Scale

Bar 9um.
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Finalmente, en GLUT-9 (Fig. 12) de muestras no tumorales (NT) de todos los
pacientes se observa una marcacién de membrana/citoplasma. En P1 y P5 se denota
mayormente la reaccion citoplasmatica, sin embargo, en P2 vemos una marcacion
de membrana plasmatica donde esta se delinea con la reaccion de DAB
(Diaminobencidina) evidenciando la presencia del antigeno en esta estructura de la
célula. En P3 esta presente la marcacion mixta aunque se observa una tincion mas
intensa hacia la zona apical de la célula. Es importante destacar la existencia de un
patrén de marcacion compacto, correspondiente a la morfologia de haces fibrilares
transversales y longitudinales y que corresponde posiblemente a una marcacion de
células musculares lisas en el estroma (Fig.12), lo que se corresponde con lo
reportado previamente de este transportador mediante Inmunocitoquimica (Fig. XX,

punta de flecha) (Pyla, Poulose, Jun, & Segar, 2013).

En las muestras tumorales (T) podemos observar en la mayoria de los pacientes (P2,
P3, P4 y P5) una reaccion citoplasmatica intensa pero una mayor intensidad de
reaccion en la zona apical de las células glandulares. En P1 se observa un patron de
marcacion citoplasmatico, sin embargo, no se denota una mayor reaccion en la zona

apical de las células.

En el control positivo de la reaccion cabe destacar que al igual que en GLUT-2,5y
7 fue utilizada una muestra de rifion benigno (Fig. 12), donde se evidencia la misma

reaccion tisular que en P2, P3, P4 y P5.
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Figura 12. Inmunohistoquimica de GLUT-9. Se observa la marcacion en las muestras no tumorales
(NT) y tumorales (T) de los 5 pacientes, su control (CTRL) y la muestra metastasica (MET). Scale

Bar 9um.
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Con respecto a la marcacion de GLUT-11, se puede observar en P1 en su muestra
no tumoral que existe un marcaje citoplasmatico difuso (Fig. 13), sin embargo este
patrén se acentla hacia la region perinuclear en algunas células aisladas en su
contraparte tumoral (Fig. 13). En P2 se muestra que existe una ausencia de tincion
tanto en su muestra no tumoral, como en su contraparte tumoral. Con respecto a P3
en su muestra no tumoral, existe un patron de marcacion predominantemente
citoplasmatico en el epitelio prostatico que puede identificarse méas cercanamente al
nucleo, sin embargo el patron de tincion que se observa en su contraparte tumoral
muestra una mayor intensidad como también una tincién citoplasmatica (Fig. 13).
Ademas, en esta muestra tumoral puede apreciarse la tinciébn con un patron
perinuclear mayormente en células unicas o de forma aislada (Fig. 13). En P4 se
observa una marcacion intensa alrededor del ndcleo en sus muestras no tumorales
(Fig. 13), ademas esta tincion corresponde a epitelio que posee caracteristicas de
desdiferenciacion, como pérdida de células basales en la morfologia, sin embargo en
su contraparte tumoral existe una tincion mayormente citoplasmatica en porciones
aisladas del epitelio prostatico (Fig. 13). Finalmente en P5 en su muestra no
tumoral, observamos nuevamente un patron citoplasmatico pero con una mayor
intensidad alrededor del nucleo en algunas muestras no tumorales, sin embargo en
su contraparte tumoral se observa un patron de tincion citoplasmatico, pero
acentuado mayormente hacia alrededor del nucleo en algunas células aisladas.
Finalmente, en el tejido de rifion utilizado como control positivo, se observa
satisfactoriamente un patrén de marcaje citoplasmatico, por lo que este marcador se

ha validado en la técnica.

Todas las muestras metastasicas para GLUT-1, 2, 5, 7, 9 y 11 no presentaron ningln
tipo de marcacion y, tampoco presentaron controles internos que evidenciaran la

especificidad del anticuerpo y la validacion de la técnica.
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Figura 13. Inmunohistoquimica de GLUT-11. Se observa la marcacion en las muestras no
tumorales (NT) y tumorales (T) de los 5 pacientes, su control (CTRL) y la muestra metastasica
(MET). Scale Bar 9um.
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3.- Estudiar la expresion de enzimas glicoliticas hexoquinasa y fructoquinasa y, cuantificar
masas mitocondriales en lineas celulares de prostata benigna, cancer de prostata sensible

a la privacion androgénica y cancer de prostata resistente a la castracion.

7.4 Expresion de o-KGD y PDH en lineas celulares de proéstata benigna, cancer de

prostata sensible a la privacion androgénica y cancer de prostata resistente a la

privacion androgénica.

En una primera instancia se estudiaron dos enzimas clave en la respiracion celular y el
destino metabdlico de los productos finales del ingreso de hexosas en las células
respectivamente; o-KGD (Tretter & Adam-Vizi, 2005) que se encuentra involucrada en el
balance redox durante la conversion de a-cetoglutarato a Succinil-CoA con el acoplamiento
generador de especies reductoras como NADH durante el ciclo del acido citrico dentro de
la mitocondria, y PDH (Brown, Otero, LeGris, & Brown, 1994) cuya funcion y estabilidad
es clave en el metabolismo de conversion de piruvato proveniente de hexosas a Acetil-CoA
en la mitocondria , para estimar la actividad mitocondrial funcional y cudl via podria estar
utilizandose en preponderancia para obtener ATP en la célula. Para esto se realizo la
técnica de western blot que evidencia la mayor o menor expresion de estas enzimas de

forma cualitativa.

7.4.1 Expresion cualitativa de a-KGD en lineas celulares de prostata benigna, cancer

de proéstata sensible a la privacion androgénica y cancer de prostata resistente a la

privacion androgénica.

La expresion proteica mediante inmunodeteccion se controlé utilizando B-tubulina,
reportado como un control de carga para proteinas que pueden encontrarse en bajos niveles
(Eaton et al., 2013) y que evidencio que las concentraciones de proteina en la muestra
fueron equivalentes. La inmunodeteccion de la proteina de interés se realizé con el
anticuerpo primario anti a-KGD (Santa Cruz) a una dilucién 1:1000 de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante y posterior deteccion con anticuerpo secundario 1gG
policlonal conjugado con HRP anti conejo. Los resultados de expresion proteica en la linea

celular de prostata benigna PWR-1E en forma independiente muestran que existe una alta
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expresion de esta enzima que se traduce en una alta intensidad de banda lo que concuerda
con los valores de densitometria cercanos a 1,5 (Fig. 15). Sin embargo, en la linea celular
de prostata benigna RWPE-1 la intensidad de banda que se refleja es menor, lo que se
traduce a su vez en un menor valor determinado por densitometria, cercano a 0,5 (Fig. 15).
Los resultados que muestran las intensidades de las bandas de las lineas celulares LNCaP y
VCaP demuestran los niveles de expresién mas bajos de esta enzima, a su vez esto
concuerda con los bajos valores asignados por la densitometria correspondientes a 0,5 y
menos de 0,5 aproximadamente. DU145 demostro niveles de intensidad superiores a las
tres lineas celulares ya descritas, sin embargo los niveles mas altos de expresion cualitativa
de esta enzima a nivel de intensidad de bandas como en valor asignado a esta intensidad

mediante densitometria corresponden a PC3, alcanzando un valor cercano de 2,0.
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Figura 14. Expresion proteica para la enzima a-KGD en lineas celulares de préstata benigna (PWR-E1 y RWPE-
1), cancer de prdstata sensible a la deprivacion androgénica (LnCaP y VCaP) y cancer de prostata resistente a la
deprivacién androgénica (DU-145 y PC3). La dilucién del anticuerpo a-KGD se realiz6 1:1000, como anticuerpo

secundario se utilizé 1gG anti conejo conjugado con HRP. Se utilizé p-Tubulina como control de carga.
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Figura 15. Cuantificacion relativa de la expresion proteica de a-KGD mediante densitometria utilizando ImageJ. U.A:

Unidades arbitrarias.

7.4.2 Expresion cualitativa de PDH en lineas celulares de préstata benigna, cancer de

prostata sensible a la privacion androgénica y cancer de prostata resistente a la

privacion androgénica.

La expresion proteica mediante inmunodeteccion se controlé utilizando B-tubulina al igual
que a-KGD, lo que valido la concentracion de proteina en cantidades equivalentes en la
carga del gel para la posterior electroforesis y a su vez los valores de inmunodeteccion
realizados por densitometria. Para esto, se realizd la inmunodeteccion de la proteina de
interés PDH utilizando el anticuerpo primario anti PDH (Abcam) a una dilucién 1:2000, de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante y posterior deteccion con anticuerpo
secundario 1gG policlonal conjugado con HRP anti conejo (Dako). Los resultados que
muestra la técnica de western blot a traves de la deteccion proteica de PDH evidencian que
existe una alta expresion en la linea celular de prostata benigna PWR-1E reflejada en una
mayor intensidad de banda (Fig. 16), lo que a su vez el valor concuerda con el asignado en
la cuantificacion de esta intensidad, que es superior a 1,5 (Fig. 17). La linea celular de
prostata benigna RWPE-1 a su vez demuestra una menor intensidad de banda (Fig. 16) en
relacion a la linea celular anteriormente descrita y que concuerda también con un valor

menor en la cuantificacion correspondiente a 1,0 (Fig. 17). Sin embargo, las intensidades
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reflejadas en la banda de las lineas celulares de cancer de prostata sensible a la privacion
androgénica LNCaP y VCaP demuestran los menores niveles (Fig. 16), lo que a su vez
concuerda con los valores de cuantificacion que corresponden a menos de 0,5
aproximadamente (Fig. 17). En contra parte, la linea celular de cancer de prostata resistente
a la privacion androgenica DU145 refleja una intensidad de banda mucho mayor (Fig. 16),
lo que se traduce correctamente en el valor mas alto asignado a la cuantificacion en
comparacion al resto de las lineas celulares antes descritas, con una cifra superior a 2,0
(Fig. 17). Finalmente, la expresion de esta enzima presenta una alta intensidad de banda en
la linea celular de cancer de prostata resistente a la privacion androgénica PC3 (Fig. 16),

pero reflejado en un menor valor por cuantificacion cercano a 1,0 (Fig. 17).
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Figura 16. Expresion proteica para la enzima PDH en lineas celulares de préstata benigna (PWR-E1 y RWPE-1),
cancer de prostata sensible a la deprivacién androgénica (LnCaP y VCaP) y cancer de préstata resistente a la
deprivacién androgénica (DU-145 y PC3). La dilucién del anticuerpo PDH se realizé 1:2000, como anticuerpo

secundario se utilizé 1gG anti conejo conjugado con HRP. Se utilizd p-Tubulina como control de carga.
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Figura 17. Cuantificacion relativa de la expresion proteica de PDH mediante densitometria utilizando ImageJ. U.A:

Unidades arbitrarias.

En resumen, se observd una menor intensidad de banda y una menor cuantificacion de estas
en las enzimas o-KGD y PDH correspondiente a las lineas celulares LNCaP y VVCaP, lo que
finalmente se traduce en una menor expresion de estas enzimas, ademas ambas lineas
celulares son sensibles a la privacién androgénica. Sin embargo se encontraron niveles
mayores de expresion en las lineas celulares prostaticas benignas PWR-1E y RWP1-E,
como tambiéen los niveles de expresion re establecidos en las lineas celulares de cancer

prostatico metastasicas DU-145y PC3.
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7.5 Expresion de mRNA de enzimas que participan en el metabolismo de hexosas por
medio de qRT-PCR.

Por medio de gRT-PCR se estudiaron las enzimas glicoliticas clave reportadas en la
literatura en el metabolismo aumentado de células cancerigenas y sindrome metabdlico;

Hexoquinasa (Feliciano, 2013) y Fructoquinasa (Ishimoto et al., 2012) a nivel de mRNA.

7.5.1 Eficiencia de partidores para las enzimas Hexoquinasa y Fructoquinasa.

Mediante una curva estandar utilizada en gRT-PCR se midio la eficiencia de los partidores
de cada uno de los cDNA de las enzimas Hexoquinasa y Fructoquinasa, obteniendo asi el
ciclo umbral (Cy) de cada gen para cada enzima. Esta curva se realizd por diluciones
seriadas a partir de una concentracion de cDNA conocida (dilucién 1:5), por lo que cada
valor Ct en la gréfica correspondi6 al doble del valor Ct que le precede. Estos valores se
graficaron obteniéndose una pendiente, la cual permitio calcular la eficiencia segun el
algoritmo anteriormente descrito, obteniéndose una eficiencia de los partidores para la
enzima hexoquinasa de un 100.2% y para la enzima fructoquinasa una eficiencia igual a
91.8% (Fig 18).

Figura 18. Eficiencia de los partidores de hexoquinasa y fructoquinasa. Se observa la eficiencia (E) de cada partidor y

su pendiente (m).
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7.5.2 Expresion de mRNA de las enzimas Hexoquinasa y Fructoquinasa.

En el analisis realizado a las lineas celulares para cuantificar la expresion relativa de
MRNA de las enzimas fructoquinasa y hexoquinasa, se observa un incremento significativo
de la enzima fructoquinasa en la linea celular PC3 con respecto a su contraparte benigna
RWP-E1 (Fig. 19a). Por otra parte, otras lineas celulares malignas (LNCaP, C4-2 y DU-
145) no presentan un aumento en la expresion, sino mas bien una disminucion no
significativa del mMRNA de esta enzima cuando se compara con las lineas celulares
benignas (RWP-E1 y PWR1-E) (Fig. 19a).

En relacion a la enzima hexoquinasa, se observa una mayor expresion por parte de esta en
las lineas celulares RWPE-1 y PWR-1E (Fig. 19b) por parte de las lineas celulares de
préstata con distintos grados de desdiferenciacion, ademas se aprecia una expresion relativa
significativamente menor, sin embargo no disminuye de forma proporcional de acuerdo a la

agresividad de la linea celular (Fig. 19b).

Figura 19. Expresion relativa (fold change) de mRNA de Fructokinasa (a) y Hexokinasa (b). Se observa la expresién a
nivel de RNA mensajero por parte de las lineas celulares mediante gRT-PCR y analisis de 2 4T con un N=3.
Significancia estadistica (*) se fijo por P<0.05 mediante analisis ANOVA de una via.
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En resumen, la enzima Fructoquinasa, una enzima que tiene una alta especificidad
por fructosa, presentd niveles de expresion notablemente mayores en lineas
celulares de cancer de prostata metastasico (PC3) contrariamente a la expresion de
la enzima Hexoquinasa, que tiene alta especificidad por glucosa, la que mostré

niveles de expresion notablemente disminuidos.

7.6 Citometria de Flujo.

En cuanto a los datos que arrojo la citometria de flujo se observa que en la linea
celular RWPE-1 el fondo de la muestra corresponde al 1% de la medicion (Fig. 20a)
lo cual se hizo para cada una de las lineas celulares (Fig. 21a, 22a, 23a, 24a, 25a)
de modo que se asegure que la medicion de la fluorescencia sea realmente a la
célula que esté marcada positivamente con la molécula fluorescente. Por otra parte,
se observa que el 98.8% de la poblacion celular analizada presenta el marcador de
interés (Fig. 20b).

Figura 20. Citometria de flujo de NaO para RWPE-1. En la imagen (a) se observa el porcentaje de fondo (en rojo), en la
imagen (b) se observa una superposicion de el fondo (en rojo) y el porcentaje de células que ha sido clasificada como

positivas para la reaccion (en negro).
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La linea celular PWR-1E presenta un fondo mayor 5.2% (Fig. 21a) con respecto a
RWPE-1, sin embargo, la poblacion que es positiva para la marcacion es también
superior con un 99.7% (Fig. 21b).

Figura 21. Citometria de flujo de NaO para PWR-1E. En la imagen (a) se observa el porcentaje de fondo (en rojo), en la
imagen (b) se observa una superposicion de el fondo (en rojo) y el porcentaje de células que ha sido clasificada como

positivas para la reaccion (en negro).

Por parte de la linea celular LNCaP, la poblacion que se ha marcado positivamente
disminuye con respecto a las lineas analizadas anteriormente con un 37.9% (Fig.
22b). Se observa una relacion similar con la linea C4-2 donde existe un 44,1% de la
poblacion celular positiva para la reaccion entre NaO y la membrana mitocondrial
interna. (Fig. 23b).
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Figura 22. Citometria de flujo de NaO para LNCaP. En la imagen (a) se observa el porcentaje de fondo (en rojo), en la
imagen (b) se observa una superposicion de el fondo (en rojo) y el porcentaje de células que ha sido clasificada como

positivas para la reaccion (en negro).

Figura 23. Citometria de flujo de NaO para C4-2. En la imagen (a) se observa el porcentaje de fondo (en rojo), en la
imagen (b) se observa una superposicion de el fondo (en rojo) y el porcentaje de células que ha sido clasificada como

positivas para la reaccion (en negro).

Con respecto a las lineas méas agresivas podemos observar que la linea DU-145
presenta una marcacion mucho mayor que las lineas LNCaP y C4-2, con una
poblacion positiva que representa el 97.6% (Fig. 24b). Por otra parte en la linea
celular PC3 se observa una disminucion de la poblacién positiva con respecto a DU-

145, pero sigue siendo alta con respecto a LNCaP y C4-2, con un 72.8% (Fig. 25b).
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Figura 24. Citometria de flujo de NaO para DU-145. En la imagen (a) se observa el porcentaje de fondo (en rojo), en la
imagen (b) se observa una superposicion de el fondo (en rojo) y el porcentaje de células que ha sido clasificada como

positivas para la reaccion (en negro).

Figura 25. Citometria de flujo de NaO para PC3. En la imagen (a) se observa el porcentaje de fondo (en rojo), en la
imagen (b) se observa una superposicién de el fondo (en rojo) y el porcentaje de células que ha sido clasificada como

positivas para la reaccion (en negro).

En resumen, al analizar las lineas celulares en términos de progresion tumoral
(desde las lineas benignas hasta las malignas) se observo que las lineas LNCaP y
C4-2 captan menormente el colorante Nao, sin embargo las lineas DU-145 y PC3
(resistente a la privacion androgénica y metastasica) adquieren un re
establecimiento en la captacion del colorante, lo que muestra que vuelven a obtener

un mayor maya mitocondrial.
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Finalmente, para poder apreciar mejor estas diferencias se realizé un grafico que
agrupa todas las lineas celulares y sus porcentajes de poblacion celular que ha
podido ser identificada como positiva, es decir, que hayan incorporado el colorante

fluorescente.

Figura 26. Porcentaje de la poblacion de las lineas que ha marcado positivo para NaO. En el eje X se observan las

lineas celulares, en el eje Y se aprecia la cantidad en porcentaje de la poblacion positiva.
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8. Discusion.

8.1 La progresion tumoral en cancer de prostata se relaciona positivamente con

la expresion de mRNA de isoformas GLUT clase I1.

La expresion de mRNA en las diferentes lineas celulares expresa niveles variables
que reflejan ciertos grados de progresion tumoral en base a lo anteriormente
mostrado. De manera interesante, la isoforma GLUT 5 que transporta
exclusivamente fructosa presenta patrones elevados de expresion a nivel de mMRNA
en la linea celular de cancer de prostata metastasico PC3, lo que sugiere que los
niveles incrementados de mMRNA de esta isoforma pueden contribuir
metabolicamente a la sobrevida de este tipo celular de manera significativa,
perdiendo la diferenciacion, aumentando la transcripcion de estos genes como
también alterando finalmente el fenotipo propio de la célula. Sin embargo la
tumorigenesis en las neoplasias esta sujeta a un gran ndmero de determinantes
multifactoriales, de las cuales una de las principales es la alteracion de la estructura
y transcripcion del DNA (Laird & Jaenisch, 1996; Stepanenko et al., 2015). Para la
certeza de un hallazgo solido es necesario realizar técnicas para poder evidenciar la
traduccion de estos productos transcripcionales en un nivel estructural de la célula
como inmunocitoquimica en los propios cultivos celulares, donde se visualiza la
presencia o no del transcripto del transportador pero traducido a proteina a un nivel
subcelular. Sin embargo, la reproducibilidad de este tipo de muestras en esta técnica
puede presentar una limitante en particular, que corresponde a la dificultad que
presenta el almacenamiento de los cultivos celulares para ser estudiados a largo
plazo, por lo que este problema puede ser superado con la realizacion de la técnica
de inmunocitoquimica en un bloque celular (Li et al., 2005) que permite una fijacion
por tiempo indefinido de la muestra, un almacenamiento adecuado y ademas un
contexto solido de matriz extracelular en el cual se pueden obtener laminas que son
analizadas con facilidad en términos de técnica. Por otra parte, la expresion proteica
de estos transportadores puede ser analizada a nivel de inmunodeteccion de la
migracion de los péptidos de interés en funcion de su peso molécular utilizando la

técnica de Western Blot. Ademas de la informacion crucial que nos brindan las



77

técnicas anteriormente descritas, la funcionalidad del transportador transmembrana
es esencial para definir el flujo real de fructosa hacia o desde el interior de la célula,
como lo demuestran los ensayos de captacion de hexosas dependiendo de su estado
fisioldgico (Xie, 2008). Estos estudios basados en la captacion de hexosas han sido
caracterizados y modelados en base a algoritmos cinéticos que definen la afinidad
de cada transportador por su sustrato, denominado constante de Michaelis (Km)
(Berg et al., 2001).

Por otra parte, existe evidencia de estudios sobre tratamientos en las lineas celulares
en contexto de hormonas o drogas para observar la transcripcion de los
transportadores (Medina et al., 2003). Esto ha demostrado cierta relacién entre los
modelos utilizados y la expresién aumentada o disminuida de los transportadores en
lineas celulares, lo que seria de valor al complementar este estudio con la
observacion de la expresion de mRNA de los transportadores y su modificacion
cuando las células son tratadas con distintas concentraciones de fructosa. De esta
forma, se podria observar si estos tratamientos conducen a una expresion mayor de
los transportadores y entregarnos informacion acerca del estimulo de la célula y su
transcripcion génica por parte de las lineas celulares para aumentar el flujo de
fructosa que ingresa a la misma, pero en un contexto dosis-respuesta, como se ha
observado en estudios anteriores con GLUT-5 en intestino (C. Patel, Douard, Yu,
Gao, & Ferraris, 2015).

Cabe destacar ademas, en comparacion con las otras lineas celulares que solo el
fenotipo mas agresivo (PC3) de cancer prostatico presenta aproximadamente dos
veces el nivel de expresion de GLUT 5, por lo que podemos respaldar lo
anteriormente descrito. En contraste con GLUT-1, una isoforma de clase |
encargada del transporte basal Unicamente de glucosa y asociada a muchas
neoplasias (Airley et al., 2001; Hussein et al., 2011; Young et al., 2011), como
también en prostata pero sélo a nivel de mRNA (Stewart et al., 2008), presenta
diferentes niveles de expresion notables en los modelos experimentales de lineas
celulares de cancer de prostata pero en magnitudes menores que GLUT-5, lo que

sugiere que los niveles de mRNA de ambas isoformas se ven asociados a un



78

fenotipo maligno, siendo el producto transcripcional de GLUT-5 maés influenciable
en un fenotipo mas agresivo (PC3). En contraste con otras neoplasias malignas de
prevalencia como cancer de mama, a través de qRT-PCR se ha evidenciado que
GLUT-5 no representa niveles de progresion tumoral al mostrar que las cantidades
de mRNA de este transportador se encuentran en bajos niveles en este tipo de
tejidos (Gowrishankar et al., 2011), lo que sugiere que el consumo de fructosa como
un sustrato aumentado en neoplasias malignas evidenciado por andlisis limitados a
MRNA podria ser tejido especifico y por lo tanto mas estudios se necesitan para
complementar de forma global esta idea. Hallazgos a nivel de mMRNA de GLUT-7 y
GLUT-9 en prostata (Reinicke et al., 2012), han evidenciado que estos niveles son
variables, ya que GLUT-7 se expresa menormente en cancer de préstata que en su
contraparte benigna y GLUT-9 mostr6 una expresion aumentada en solo un
especimen de cancer prostatico. GLUT-11 sin embargo, evidencio niveles de
expresion aumentados en cancer de prostata, lo que sugirio que esta isoforma podria
ser importante en la utilizacion de fructosa en el tumor. Sin embargo, nuestros
resultados concuerdan, al menos en parte, con la expresion de mMRNA de GLUT-9
ya que existe una disminucion muy significativa en todas las lineas celulares de
cancer prostatico (excepto en C4-2) y mas aun en la linea celular méas agresiva de
esta neoplasia; PC3. GLUT-7 en nuestro estudio es poco concluyente en
comparacion al estgudio recientemente descrito (Reinicke et al., 2012), ya que se
observo un mayor aumento en la linea celular de cancer prostatico sensible a la
privacion androgénica LNCaP pero no fue significativo en relacion al resto de las
lineas celulares, sin embargo, de manera interesante, los niveles de GLUT-11 se
observaron aumentados en la linea celular més agresiva de cancer prostatico PC3, lo
que concuerda con el estudio discutido recientemente (Reinicke et al., 2012). Es
importante destacar ademas, que la muestra o procedencia del sistema bioldgico en
el estudio anteriormente descrito es notablemente diferente, lo que incluye un gran
numero de variables que pueden influenciar a la eficiencia de la técnica realizada,
entre los que podemos destacar: a) la utilizacion de distintos genes de control
enddgeno para la normalizacion de la expresion de los genes en estudio, debido a

que no todos estos genes estandares de normalizacién son reproducibles a través de
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diferentes muestras bioldgicas y requieren de validacion para cada condicion
experimental (Gilsbach, Kouta, Bonisch, & Bruss, 2006), b) la sensibilidad y
exactitud de la técnica realizada, ya que qRT-PCR en nuestro estudio determiné a
través de algoritmos matematicos los datos procesados por un software, una
caracteristica que RT-PCR convencional en el estudio recientemente citado tiene
como limitante y c¢) l6gicamente los factores que determinan estas diferencias en el

mismo sistema proveniente de un tejido o de un cultivo celular.

Previo al estudio de mMRNA mediante qRT-PCR, se realizaron analisis de eficiencia
de los partidores utilizados para encontrar de manera especifica la secuencia génica
de cada transportador o enzima en cuestion. Las eficiencias correspondientes a la
mayoria de los partidores muestran un valor cercano al 100% (ideal), sin embargo a
pesar de que las eficiencias de GLUT-5, GLUT-2 y GLUT-7 se encuentran dentro
de los rangos aceptables, los valores difieren ampliamente del valor ideal teorico.
Estos alcances pueden ser consecuencia de elementos indeseados que afectan el
proceso de medicion de fluorescencia en la reaccion como el alto contenido de G-C
en la secuencia del gen que estd siendo amplificado en los ciclos de PCR, como
también la estructura secundaria de la secuencia amplificada, ya que en este caso el
paso de la enzima DNA polimerasa en la polimerizacion de estas secuencias durante
cada ciclo de reaccion puede estar obstruido por esta estructura secundaria de la
secuencia amplificada, lo que se refleja en un valor de eficiencia menor a 100%
(LifeTechnologies, 2014).

Ademaés, es importante destacar que los efectos del colorante fluorescente
SYBRGreen | utilizado comunmente en el desarrollo de este y otros estudios a
través de gRT-PCR tiene ciertos efectos negativos reportados en la literatura que
alteran la eficiencia de cada reaccion en comparacion con otro tipo de colorantes o
reporteros de la amplificacion de genes de interés cuando es utilizado a mayores
concentraciones (Gudnason, Dufva, Bang, & Wolff, 2007), como también afectando
al evento final de Curva de Melting o Curva de Disociacion de los partidores que

demuestra la especificidad del éxito de la reaccion de gPCR.
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En resumen, existe una correlacion positiva entre los niveles de expresion de los
MRNA, que codifican para la mayoria transportadores de fructosa en cada linea
celular y su grado de malignidad. Los hallazgos de este trabajo confirman que, al
menos, en cuanto a expresion geénica las células epiteliales neoplasicas de préstata
transcriben mayoritariamente estos transportadores, lo cual sugiere que fructosa
pudiese ser un metabolito primordial para la generacion de energia y

macromoléculas y, con esto la mantencion de la homeostasis en el tumor.

8.2 La localizacion subcelular del inmunomarcaje de los transportadores Clase
Il (GLUT 5, 7, 9 y 11) presenta un patrén heterogéneo y puede relacionarse

directamente con el fenotipo tumoral en cancer de prostata.

En este estudio, la realizacion del inmunomarcaje en tejidos tumorales y no
tumorales mostr6 que los mayores niveles de tincion corresponden a los
transportadores GLUT 5, 9 y 11, presentando patrones heterogéneos en la
localizacion subcelular ya sea en patrones de membrana, citoplasma o perinucleares.
La tincion de la isoforma de clase | GLUT-1 mostré una ausencia de tincion en los
distintos compartimentos estructurales, lo que sugiere que la glucosa no es una
hexosa transversalmente imperativa tanto en prdstata benigna como en préstata
maligna y que la carcinogénesis al menos en expresion proteica y tisular no se
traduce en sobreexpresion de esta isoforma. En contraste con nuestros resultados,
otros autores muestran que GLUT-1 se expresa mayormente en tumores con un
fenotipo mas agresivo o con un mal pronostico en muchos organos como cuello
uterino, mama, tiroides y en la carcinogénesis de cancer de pancreas (Airley et al.,
2001; Carvalho et al., 2011; Pizzi et al., 2009), pero en tejido prostatico se ha
evidenciado la presencia de esta isoforma en tejido de hiperplasia prostatica benigna
pero su ausencia en carcinoma prostatico (Chandler, Williams, Slavin, Best, &

Rogers, 2003; Reinicke et al., 2012), con esto puede respaldarse el hecho de que
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GLUT-1 en tejido prostatico maligno no es una isoforma que cumpla un rol
primordial y que a su vez la glucosa no es un sustrato esencial para este tipo
tumoral. GLUT-2, una isoforma de clase | que transporta glucosa y fructosa
presento ausencia de tincidn en todas las muestras no tumorales a excepcion de una,
la cual presentd un patrén citoplasmatico y de membrana. Este patrén de tincion
puede sugerir que al menos en este tejido en estudio existe un trafico de la molécula
entre el citosol y la membrana celular, pero esto no puede ser comprobado debido al
bajo nimero de muestras no tumorales positivas para este marcador (1 de 12
muestras) y ademas, no existe evidencia en literatura de que este transportador
migre hacia la membrana, al menos en préstata. La ausencia de tincion para GLUT-
2 en muestras tumorales sugiere que esta isoforma no cumple un rol preponderante
en la mantencion del metabolismo aumentado de las células epiteliales de prostata
maligna. A diferencia de los marcadores anteriormente discutidos, GLUT-5, un
transportador exclusivamente de fructosa, presentd niveles de marcacién muy altos
tanto en muestras no tumorales, como también en tumorales, lo que sugiere que
efectivamente la fructosa es una hexosa altamente utilizada por el epitelio prostatico
benigno, pero a su vez altamente utilizada en epitelio tumoral. Esta aseveracion se
refuerza por la intensidad en la membrana citoplasmatica en el epitelio prostatico de
muchas muestras tumorales. La magnitud de tincién de GLUT-5 mostré patrones
muy intensos y heterogéneos en los compartimentos subcelulares como citoplasma
y membrana citoplasmatica, esto podria ser explicado porque las células epiteliales
prostaticas podrian necesitar un alto influjo de fructosa, lo que a su vez desencadena
la sobre regulacion de moléculas que reclutan la expresion de este transportador
desde citoplasma hasta la membrana como el complejo GTPasa Rablla que es
requerido para el trafico y la sobre expresion de GLUT-5 (Chirag Patel, Douard,
Tharabenjasin, Topaktas, & Ferraris, 2014), sin embargo, existe evidencia de que
GLUT-5 si bien posee expresion tisular en préstata benigna, en préstata maligna su
expresion se encontrd ausente en todas las muestras de carcinoma prostatico
analizadas (Alejandro Godoy et al., 2006). En contraste con los niveles elevados de
tincion tanto en tejido prostatico benigno, como en tejido prostatico neoplasico, el

atlas de proteina humana, una herramienta de base de datos util para
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inmunohistoquimica, postula que la mayoria de las malignidades muestra una
tincion negativa o débil en algunas células para GLUT-5 (Pontén, Jirstrom, &
Uhlen, 2008), lo que se relaciona contrariamente con nuestro hallazgo. GLUT-7, un
transportador que transporta fructosa y glucosa, pero que tiene una mayor afinidad
por fructosa, mostrd una tincién absolutamente ausente tanto en muestras tumorales
como en no tumorales, lo que sugiere que la expresion tisular de esta isoforma no
contribuye al metabolismo de este tejido tanto en condiciones benignas como
patoldgicas. GLUT-9, que esta involucrado en el transporte principalmente de urato,
como de fructosa (Manolescu, Augustin, Moley, & Cheeseman, 2007), mostrd
patrones de tincién e intensidad similares a GLUT-5, lo cual podria sugerir que
fructosa puede tener una relacién directa con la entrada de urato al epitelio
prostatico durante la carcinogénesis, o bien que fructosa pueda relacionarse con
urato durante el metabolismo de ambos en las células prostaticas malignizadas. Sin
embargo, hasta la fecha no existen estudios al respecto. Un hallazgo altamente
Ilamativo, es el que se encontrdé en las muestras sometidas a la marcacion de
GLUT-11 debido a que en la mayoria de las muestras no tumorales se observo una
marcacion de célula unica con un patrén perinuclear, destacando ademas que esta
célula reviste una estructura glandular y esta a su vez esta compuesta por un
conjunto de células. De manera interesante, GLUT-11 mostré niveles superiores de
marcacion mayormente en muestras tumorales que en muestras no tumorales
Unicamente en estructuras epiteliales. A su vez, el patron de marcacion en estas
células tumorales corresponde a un patrén citoplasmatico pero mayormente
perinuclear, siendo este patron unico de esta isoforma en comparacién con las
demas en este estudio. Esto sugiere que GLUT-11 puede ser una isoforma cuya
influencia en el trafico intracelular de fructosa durante la progresion tumoral es
importante. Esta vision Unica en la topografia subcelular sugiere que la traduccion
de este transportador puede realizarse de manera temprana y/o que ademas el trafico
y reclutamiento de esta isoforma puede depender altamente de otros mecanismos de
translocacion ya sea a traves de proteinas que componen el citoesqueleto u otros

factores migratorios.
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Se debe destacar que todas las muestras no tumorales presentaron un patrén
glandular difuso en la mayoria de los campos observados en los cortes histologicos,
ya que existen epitelios con una buena conservacion en su arquitectura tisular, como
también otros que presentaron epitelios atipicos emulando una hiperplasia. Es
posible confirmar esto, ya que la biopsia se extrajo por un motivo de sospecha

clinica, razén por la cual estas muestran provienen de un biorepositorio de tumores.

Es importante destacar ademas, que la naturaleza del cancer de prostata desde un
punto de vista histopatoldgico produce ciertas limitantes al estudiar este tumor
desde una perspectiva no solo tisular, sino que también en un nivel molecular al
observarse alteraciones muy variables y poco estandarizadas en la citogenética, ya
que esta neoplasia se caracteriza principalmente por ser una enfermedad multifocal
y heterogénea (Ware, 1994). Es importante destacar la relevancia de haber ejecutado
la utilizacion de tinciones de rutina que puedan evidenciar todos los parametros
arquitecturales que se basan en la histologia propia del cancer de prostata y ademas
caracterizar otros cambios estructurales en una amplia variedad de tumores y que
corresponde a la tincion de hematoxilina y eosina (Fischer, Jacobson, Rose, &
Zeller, 2008). Esto es un paso fundamental, al menos en clinica, para guiar el
diagnostico ya que sitta al clinico en un contexto morfologico complementario a la
inmunotincion. Los criterios histopatoldgicos utilizados en este estudio
corresponden a alteraciones arquitecturales donde se visualizan un gran nimero de
pequefias glandulas que tienen caracteristicas de infiltracion, o bien, glandulas con
patrones cribiformes que pueden representar una neoplasia intraepitelial prostatica
de alto grado (HGPIN), como también aumento del tamafio nuclear y nucléolo
excéntrico (Algaba et al., 1996). La invasion perineural fue un parametro importante
en este estudio ya que logro ser caracterizado mediante la inmunotincion de GLUT-
1 reportado en la literatura en otros tejidos (Salla et al., 2008), pero que ademas
coincide con la morfologia que muestra la estructura tefiida. Este hallazgo nos
brindé informacion relevante acerca de dos puntos que confluyen; el primero hace
relacion con un parametro de malignidad tumoral y el segundo nos brinda un control
interno positivo de la técnica. Debido a esta heterogeneidad tumoral, la utilizacion

de marcadores que caracterizaran topograficamente la malignidad en este estudio
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habrian sido elementos clave en la definicion de cada muestra tumoral o no tumoral,
por ejemplo el valor diagndstico que presenta la utilizacion de marcadores como
AMACR o su clon monoclonal p504S que nos evidencia de la sobre expresion de la
enzima a-Metilacil-CoA Racemasa en las células prostaticas de adenocarcinoma y
la completa ausencia de reaccién en células benignas (Jiang et al., 2001), la
utilizacion de anticuerpos para la marcacion de citoqueratinas de alto peso
molecular (34BE12) que han sido Utiles en la identificacion de células basales, cuya
tincion positiva refleja la benignidad del epitelio prostatico en cuestion y presencia
de diferenciacion del tejido, lo que ayudaria a contrastar a las porciones epiteliales
benignas o malignas que a su vez sean positivas 0 negativas para la inmunotincion
de los transportadores GLUT utilizados en este estudio, sin embargo la utilizacion
de este marcador requiere de un analisis paralelo y un conocimiento de la
arquitectura tisular, ya que se ha evidenciado una inmunoreactividad muy relativa
en glandulas de neoplasia intraepitelial prostatica de alto grado (HGPIN) y ademas
existe pérdida de este antigeno con la fijacion prolongada de formalina (Varma,
Linden, & Amin, 1999). La utilizacién de marcadores como p63, que presenta un
patrén nuclear de marcacién, podria brindar otro valor prondstico cuya ausencia de
tincion determinaria a las células epiteliales de adenocarcinoma (Parsons, Gage,
Nelson, & De Marzo, 2001). Otros aspectos de la técnica como el tipo de fijacion
podrian afectar a la inmunoreactividad subsecuente en el procedimiento de
inmunohistoquimica llevado a cabo en este estudio. La fijacion de los tejidos en este
estudio fueron realizados con el preservante mas ampliamente utilizado en
histopatologia, formalina al 10%, sin embargo existen fijadores como Bouin que
han presentado una mejor preservacion de antigenos de membrana de
transportadores de hexosas (Reinicke et al., 2012), como también un mejor detalle
nuclear (Ananthanarayanan, Pins, Meyer, & Gann, 2005) que a su vez es clave en el

analisis histopatoldgico nuclear de las muestras tisulares analizadas en este estudio.

Finalmente, una realizacion de puntaje o score seria mayormente Util en este
estudio, ya que permitiria cuantificar los resultados mediante un andlisis estadistico,
que a su vez puede ser correlacionado matematicamente con otros analisis basados

en la expresion relativa de un gen, lo cual determinaria con una precisién numérica
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y no cualitativa la expresion de mMRNA en conjunto con la expresion tisular del gen
estudiado. Sin embargo, este sistema de puntaje para cuantificar la inmunotincion
puede estar sujeto a un cierto grado a subjetividad intra observador e inter

observador.

En resumen, los inmunomarcajes de GLUT-5, GLUT-9 y GLUT-11 fueron los que
obtuvieron el mayor nimero de campos e intensidades de tincion. GLUT-5 obtuvo
un marcaje mixto pero mayormente de membrana citoplasmatica y esto sugiere que
la fructosa posee un rol superior en el trafico intra y extra celular. GLUT-9, siendo
un transportador de urato y fructosa, mostrd patrones intensos y mixtos de
marcacion tanto de membrana citoplasmatica como en citoplasma, lo que sugiere
fuertemente que existe una relacion entre ambas moléculas ya sea en el trafico intra
y extracelular, o también en el metabolismo de la célula maligna. GLUT-11 de
manera interesante mostré mayor tincion en epitelios de prostata maligna que en
benigna, lo que sugiere que este transportador cumple un rol fundamental en la
mantencién del metabolismo de fructosa en CaP, ademés de que ha sido el Unico
marcador que evidencio un patron perinuclear en células aisladas, sugiriendo que
existen factores unicos de traduccion a proteina, a diferencia de otros
transportadores estudiados. Analizando estas tres caracterizaciones tisulares, se
concluye que la fructosa es una molécula altamente utilizada por prostata benigna,
pero mas aun, por préstata en estados iniciales de carcinogénesis como también en
adenocarcinoma prostatico. Sin embargo, a pesar de los parametros histopatologicos
usados en este estudio, la utilizaciobn de marcadores inmunohistoquimicos que
caractericen topograficamente estados de benignidad, malignidad o transicion de
ambos, habrian sido de un gran valor en la definicion concreta de CaP en las

muestras estudiadas.
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8.3 La utilizacion de la fructosa se ve reflejada por una mayor expresion de
Fructoquinasa en el fenotipo prostatico maligno y podria desencadenar una

adaptacion en la respiracion celular.

En este estudio, con el objetivo de reforzar el andlisis de la expresion de los
transportadores de clase Il en cancer de préstata, se evaluaron las consecuencias
metabolicas que podria producir teéricamente la fructosa dentro de la célula y cual
seria el comportamiento metabdlico en las distintas lineas celulares determinando

como un sustrato primordial en este caso a esta hexosa en analisis.

Los resultados de la expresion a nivel de mRNA de las enzimas clave en el
metabolismo de fructosa y glucosa; Fructoquinasa y Hexoquinasa respectivamente,
de manera interesante mostraron resultados concordantes con la hipotesis
establecida en este estudio. Se observo que la enzima Hexoquinasa presenta niveles
elevados de mMRNA en las lineas celulares de prostata benigna RPW-E1 y PWR1-E,
sin embargo su expresion en las lineas celulares de cancer de préstata sensible a la
privacion androgénica e insensible a la privacion androgénica presentan una
disminucion notable, lo que se refleja ademas por una alta significancia. Esto
sugiere fuertemente que la glucosa en prostata benigna una vez que ha ingresado a
las celulas epiteliales es fosforilada para obtener un compromiso hacia las vias
posteriores en la glicdlisis, sin embargo este efecto se veria disminuido en préstata
con un fenotipo tumoral mayor, lo que se puede evidenciar en lineas celulares de
préstata sensibles a la privacion androgénica o bien en lineas celulares resistentes a
la privacion androgénica, las cuales representan un fenotipo méas agresivo de
malignidad. En contraste con esta enzima, Fructogquinasa de manera interesante
mostré niveles de expresion relativa de mRNA muy similares tanto en lineas
celulares de prostata benigna, como también en lineas celulares de cancer de
préstata sensibles a la privacién androgeénica, sin embargo la expresion en la linea
celular de cancer prostatico metastasico resistente a la privacion androgénica (PC3)
presentd niveles notablemente superiores de mMRNA en comparacion a las demas
lineas celulares tumorales, lo que sugiere ampliamente que la fructosa una vez que

es ingresada por los transportadores especificos 0 mixtos de esta hexosa podria ser
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fosforilada con una alta eficiencia para poder comprometerse a vias posteriores en la
glicolisis. Fructoquinasa ademas posee una gran ausencia de mecanismos
regulatorios de retroalimentacion negativa a diferencia de Hexoquinasa, por lo que
produce un agotamiento excesivo de ATP de forma transitoria en la célula (Johnson
et al., 2013; Port, Ruth, & Istfan, 2012), y por lo tanto esta aseveracion apoya la
idea de que la fructosa es un sustrato menormente regulado que puede ingresar a
una célula epitelial prostatica en cancer y suplir las demandas excesivas de energia
dentro de ella. Sin embargo este hallazgo se ha limitado solo a la expresion de
MRNA de las enzimas, por lo que debe considerarse la expresion proteica y ademas
la funcionalidad de estas. Un efecto subsecuente del agotamiento transitorio de ATP
es el aumento de las concentraciones de ADP con la tasa de ADP/ATP llevando a
un quiebre de los acidos nucleicos puricos para formar acido urico y restaurar el
balance (Port et al., 2012), lo que puede explicar la relacion directa con la intensidad
elevada de la inmunomarcacion de GLUT-9 en las muestras de tejidos tumorales
estudiadas previamente, ya que este transportador estd involucrado principalmente
en el transporte de urato, una sal derivada directamente del acido Urico. Sugiriendo
un mayor influjo o eflujo de este metabolito en las células epiteliales prostaticas

malignas.

En cuanto a los resultados obtenidos en Western Blot de la enzima a-cetoglutarato
deshidrogenasa (a-KGD) se observa en la linea celular PC3 una mayor expresion,
mientras que en la enzima piruvato deshidrogenasa (PDH) la banda maés intensa se
observa en la linea celular DU-145. Ambas lineas celulares son malignas, sin
embargo presentan distinto grado de agresividad, siendo PC3 la que posee mayor

capacidad metastasica frente a DU-145.

El aumento de estas enzimas (o-KGD y PDH) por parte de las lineas celulares
anteriormente nombradas se correlaciona con la literatura y se relaciona a un
aumento de la expresion de estas moléculas con una ganancia en el metabolismo de

glucosa y un crecimiento por parte del tumor (Bonnet et al., 2007).

En primer lugar se ha estudiado ampliamente la accion de estas enzimas en el ciclo

de Krebs, sin embargo, en el microambiente prostatico presentan un
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comportamiento distinto. Esto se debe a que en la prostata se desarrolla de manera
basal una respiracion celular menor que en otros organos (L. C. Costello, Guan,
Kukoyi, Feng, & Franklin, 2004). Esta caracteristica es producto de una regulacion
que ejerce el Zinc en el ciclo de Krebs promoviendo la acumulacion de citrato. De
esta manera la prostata pierde aproximadamente el 65% del ATP por una oxidacion
incompleta (Leslie C. Costello & Franklin, 2006). Este fendmeno se vuelve
relevante ya que estos autores sugirieron que a medida que la célula se maligniza
ésta pierde la capacidad de retener zinc y por lo tanto, también la capacidad de
acumular citrato, permitiendo una proliferacion de la célula debido a un incremento
de su metabolismo, debido a que se produce una oxidacién completa por parte de la
mitocondria y por consecuente una mayor actividad de a-KGD y PDH que se ve
reflejada en las lineas celulares anteriormente mencionadas (DU-145y PC3) lo que

apoyaria nuestro hallazgo.

Otro punto a considerar es la gran produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) por parte de estas dos enzimas (a-KGD y PDH), ya que se ha observado en
diversos estudios que aportan una gran cantidad de radicales oxidantes que son
toxicos y nocivos para la célula, y mas aun para la mitocondria, afectando al
balance redox durante la produccion de agentes reductores (Lin & Beal, 2006;
Starkov et al., 2004), esto se relaciona directamente con los datos obtenidos en este
estudio, debido a que se observa que en células con menos capacidad invasiva la
expresion de estas enzimas es menor y que durante el aumento de la malignidad de
las lineas celulares la expresion es directamente proporcional al grado de
malignidad superior, lo que sugiere que a pesar de que ocurre un re establecimiento
de la expresion de estas enzimas, eventualmente pueden encontrarse disfuncionales
para que finalmente la célula utilice otros mecanismos de supervivencia. Sumado a
esto, se observa una similitud en los resultados expresados por parte de la citometria
de flujo, al determinar las poblaciones celulares cuyas mitocondrias se encuentran
con una estructura mitocondrial que presenta anomalias en su integridad, lo que

puede explicar los bajos niveles de fosforilacion oxidativa en LNCaP y VCaP.
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Cabe mencionar que en los resultados obtenidos anteriormente se observa una
notable disminucion en cuanto a la cantidad de mitocondrias integras o funcionales
en las lineas celulares LNCaP y C4-2, de manera que en base a este analisis puede
sugerirse que estas células estén ejecutando una menor respiracion y por lo tanto la
produccion de energia también sea menor en relacion a otras lineas celulares en
estudio. De manera que se vea afectada directamente la proliferacion de estas
células a pesar de que el receptor de androgeno sea un actor principal en la
transcripcion de genes y la proliferacion celular sobre todo en cancer de prostata
(Carver, 2014). Sin embargo, esta relacion negativa entre produccion de energia y
proliferacion celular se ve contrarrestada por la posibilidad del receptor de
androgeno, mediante la enzima glicgeno sintasa quinasa 3B y/o una serie de
mecanismos, estimular el metabolismo de la célula de manera tal que aumente la
entrada de hexosas para asi generar un ingreso mayor de piruvato, ya sea a la
mitocondria disfuncional o a las pocas mitocondrias que se encuentren disponibles
en estas lineas celulares y generar la mayor cantidad de ATP posible en la célula,
sin embargo este alcance no puede ser concretado, ya que en este estudio no se
realizaron ensayos de proliferacion celular. Otro efecto que desencadena el aumento
de entrada de hexosas es la capacidad de generar, por medio de productos
glicoliticos, la biosintesis precursora de macromoléculas tales como aminoacidos,
acidos grasos, etc. Evidenciando una tendencia por parte de estas células al

anabolismo mediado por el receptor de androgenos (Massie et al., 2011).

Finalmente, para otorgar una mayor consistencia a los resultados obtenidos y a la
vez reforzar la hipdtesis anteriormente expuesta, serian de un gran valor
informativo, los ensayos de medicion de ATP (Burgos, Gulab, Cassera, &
Schramm, 2012; Khan, van Brummelen, Parkinson, & Hoppe, 2012), siendo usado
un tratamiento con y sin Testosterona (T), con y sin Dehidroepiandrosterona
(DHEA) y con ambos (T+DHEA). Estos hallazgos a su vez podrian ser concretados
al estudiar de manera directa la cadena transportadora de electrones para cuantificar

y evaluar la funcion mitocondrial, utilizando ensayos como OXPHQOS, un ensayo
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que estudia la relacion del consumo de oxigeno y un andlisis de las enzimas que

componen la cadena respiratoria (Barrientos, Fontanesi, & Diaz, 2009).

Es importante destacar ademas que se ha observado que el receptor de androgenos
es un potente estimulante de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Pinthus et al., 2007; Whelan et al., 2010), lo que llevaria a un dafio a la mitocondria

y apoyaria el resultado obtenido.

Figura 27. El aumento de la expresion de los transportadores de fructosa suple los requerimientos
energéticos de la célula neoplasica prostatica. Se observa que las bajas cantidades de ATP logran ser
suplidas consecuentemente por una mayor entrada de fructosa a la célula. FR: Fructosa, KHK:
Fructoquinasa, CK: Ciclo de Krebs, FO: Fosforilacién oxidativa

9. Conclusién
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En conclusion, los mecanismos anteriormente descritos y propuestos apoyan la idea
de una adaptacion por parte de las células de cancer prostatico que adquieren una
resistencia a la ausencia de andrégenos, para poder re-establecer los niveles de
expresion de las enzimas a-KGD y PDH, las cuales son clave en la obtencion de
niveles basales y eficientes de ATP y en la entrada de piruvato hacia la mitocondria,

respectivamente.

De manera destacable, lo que refleja la enzima fructoquinasa en el analisis de
MRNA potencia la idea de que la fructosa es la hexosa que esta siendo metabolizada
de manera preferencial en las células neoplasicas como una estrategia por parte de la
célula para poder suplir las demandas de ATP, debido a que existe un re-
establecimiento de la expresion de las enzimas nombradas anteriormente. Por lo
tanto, pueden destacarse ciertos aspectos de la “glicolisis aerébica” descrita ya hace
muchas décadas (Warburg, 1956), debido a que posiblemente la fructosa es
eficientemente metabolizada a piruvato pero en una transicion maligna no logra ser
oxidada dentro de la mitocondria para producir una cantidad eficiente de energia,
por lo que al no ser metabolizada en este organelo utiliza otras vias que suplen esta
falta de energia, incluso en presencia de oxigeno, como también en ausencia de este,
como ocurre en ambiente hipdxicos dentro de las masas celulares de muchos
tumores (Vaupel & Mayer, 2007), como por ejemplo en la prostata (Reinicke et al.,
2012). La via de eleccion de esta propuesta podria ser la utilizacion del piruvato
para producir lactato a través de la enzima LDH (Lactato deshidrogenasa), una via
que ademas se ha descrito en tumores (Hirschhaeuser, Sattler, & Mueller-Klieser,
2011), pero no produce una forma eficiente de ATP como normalmente ocurre en la
mitocondria, lo que explica la base del aumento de la expresion de estos
transportadores de fructosa, caracterizando ademas el nivel de agresividad
determinado por la falta de regulacion celular en | entrada y metabolizacion de esta

hexosa, un caso que no caracteriza a la glucosa.

De esta forma, la utilizacion de la fructosa como un sustrato primordial estaria
sustentada por un eje que incluye en primera linea los transportadores de fructosa,

como segundo componente, la enzima fructoquinasa y como tercera pieza del eje las
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enzimas mitocondriales involucradas en decidir de manera eficiente y dependiendo
de los requerimientos de la célula, cual via metabolica seguira la fructosa, aportando

este sustrato de manera indiscriminada al metabolismo aumentado del tumor.

Finalmente, este estudio sugiere fuertemente que la fructosa es un factor clave en las
células del cancer de préstata, contribuyendo al eje anteriormente propuesto (Fig.
28), reflejado en la progresion tumoral a través de lineas celulares y tejidos y que
ademas puede corresponder a un sustrato que predomine sobre otras hexosas

comunmente consumidas por el hombre, como la glucosa.

Figura 28. El aumento de la expresion de los transportadores de fructosa se relaciona con la
progresion tumoral en cancer de prostata. Se observa una adaptacion metabdlica por parte de la
célula para poder suplir las demandas energéticas requeridas en el cancer de prostata, utilizando

fructosa como metabolito principal. Fr: Fructosa, KHK: Fructoquinasa, M: Mitocondria.
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