Universidad de Concepcion
Direccion de Postgrado
Facultad de Ciencias Biologicas -Programa de Doctorado

Adaptaciones moleculares del metabolismo de vitamina C
en cancer de prostata

KIRSTY JANE SOTOMAYOR MANSFIELD
CONCEPCION-CHILE
2012

Profesor Guia: Coralia |. Rivas Rocco
Dpto. de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas
Universidad de Concepcion



5.- RESUMEN

El siguiente estudio estd enfocado en dilucidar los mecanismos de transporte,
acumulacion y reciclaje de vitamina C en cancer de prostata, y establecer una relacion entre
las variaciones en éstos procesos y el progreso tumoral. Para ello, se utilizaron diversas
lineas celulares que fueron obtenidos de prostata normal, y diferentes etapas de metastasis

de cancer de prostata. Adicionalmente, se complemento el estudio con andlisis histologicos.

Los resultados de los experimentos de transporte revelaron que las células de origen
prostaticas transportan ambos estados redox de la vitamina C, con excepcion de la linea
LNCaP que solo transporta acido deshidroascorbico. El analisis de las constantes cinéticas
para el transporte de 4acido ascorbico y ensayos de RT-PCR utilizando partidores
especificos permitieron establecer que el transporte de 4cido ascorbico en las lineas RWPE-
1 y PC-3 es mediado por SVCT1 y SVCT2, en tanto que en las células DU-145 el
transporte de acido ascorbico es mediado principalmente por SVCTI1. A excepcion de la
linea LNCaP, la capacidad para transportar acido ascérbico es mayor en células tumorales
y correlaciona con el grado del tumor primario de la cual se derivé cada linea.

Adicionalmente, ensayos de inmunocitoquimica en las lineas celulares mostraron
una localizacion principalmente intracelular para SVCT2. Este resultado fue confirmado
por ensayos de inmunocitoquimica doble con el marcador COX IV donde se estableci6 una

localizacion mitocondrial para SVCT2.

El andlisis de las constantes cinéticas para el transporte de 4cido deshidroascorbico

y desoxiglucosa, ademds de ensayos por RT-PCR, permitieron establecer que el transporte
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de acido deshidroascorbico es mediado por mas de un transportador, entre las cuales se
encuentra GLUT1. La capacidad para transportar dcido deshidroascorbico y desoxiglucosa

es menor en células tumorales que en cé¢lulas RWPE-1.

Los ensayos de acumulacion revelaron que las células benignas y tumorales de
prostata acumulan elevadas concentraciones intracelulares de vitamina C. La acumulacion
de 4cido ascorbico es llevada a cabo en las lineas celulares mediante enzimas dependientes
de glutation y enzimas dependientes de NADPH, con excepcion de las células LNCaP que
acumulan de manera independiente de glutation. Los ensayos de RT-PCR y de western blot
sugieren que la acumulacion de acido ascorbico es mediado por un gran nimero de
reductasas, no obstante el andlisis de las constantes cinéticas sugieren la participacion
principalmente de Grx1 y TrxRI.

Ensayos de acumulacion y reciclaje en células HEK-293 sobreexpresadas con DHA
reductasas dependientes de glutation y dependientes de NADPH revelaron un efecto
positivo de los niveles de reductasas sobre la velocidad de reduccion intracelular de DHA,

especialmente de TrxR1.

Por otra parte, andlisis inmunohistoquimicos en tumores de prostata permitieron
establecer la expresion de SVCT1 y SVCT2, y observar una correlacion entre la expresion
de SVCT2 y el grado Gleason. Mas alin, ensayos de doble inmunocitoquimica con
anticuerpos para COX IV y SVCT2 permitieron establecer la localizacion mitocondrial de
SVCT2 en estos tejidos tumorales. Analisis inmunohistoquimicos realizados para
determinar la presencia de GLUT]1 revelaron una expresion moderada en tejidos benignos y

una expresion de moderada a alta en un 10 % de las muestras, la mayoria de grados
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Gleason 4 y 5. Finalmente el andlisis de la expresion de TrxR1 reveld una baja expresion de

TrxR1 en tejido benigno y una alta expresion en un 20% de los tejidos tumorales.

Concluimos que las variaciones en el transporte, acumulacion y reciclaje de la
vitamina C asociados al progreso tumoral reflejan la adaptacion de la célula tumoral para
protegerse de los efectos del proceso fisiopatoldgico del cual forman parte y que se

caracteriza por un alto nivel de estrés oxidativo.
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