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El cancer es una de las patologias mas frecuentes hoy en dia. En
ella se produce dafio en el ADN vy, alteracién del cddigo genético. Las
cuatro caracteristicas que definen las células cancerosas son: pérdida de
la regulacion del crecimiento, inmortalizacion, induccion de angiogénesis y

capacidad para metastatizar [1].

A pesar del descenso en la incidencia y mortalidad por cancer
desde el comienzo de los afios 90, la American Cancer Society estima que
en Estados Unidos se habran diagnosticado durante el afio 2001 un total

de 1.268.000 nuevos canceres, causando 553.400 muertes [2].

Tanto la hipertrofia benigna de prostata (HBP) como el cancer de
prostata (CP), son patologias que se desarrollan clinicamente, en la
mayoria de los pacientes, a partir de los 50 afios de edad. La prevalencia
de ambas patologias en la poblacion de edad y, dado que la expectativa
de vida se esta incrementando de forma significativa en las Ultimas
décadas, sugiere que dichas patologias van a llegar a ser todavia un
problema de salud mucho mas importante en este milenio, haciendo

necesarias por tanto, medidas preventivas [3].
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1. EL CANCER DE PROSTATA. PROBLEMA DE SALUD PUBLICA

El cancer mas frecuentemente diagnosticado entre varones en
Estados Unidos es el de prostata, y es la segunda causa de muerte por

cancer en dicho pais [4].

Se ha estimado que, mas de un millén de varones americanos vivos
en este momento y mayores de 50 afios, falleceran eventualmente de CP,
a no ser que se desarrollen nuevos tratamientos para el control de esta

enfermedad [5].

En algunos paises occidentales ha llegado a ser, hoy en dia, la

primera causa de muerte por cancer.

En el afo 2000 en Estados Unidos se estima que han sido
diagnosticados 170.000 nuevos casos de CP, y que se han producido

31.000 muertes por este cancer [7].

Si definimos la prevalencia del CP como los pacientes con cancer
vivos 5 afios después del diagndstico, se estiman en 1.014.000 los

pacientes con CP en el mundo que requieren tratamiento médico. De
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estos, 896.000 casos se originaran en paises desarrollados y 118.000 en

paises en vias de desarrollo [8].

Aunque la incidencia es considerablemente inferior en el mundo no

desarrollado, su incremento también es sustancial [9].

En 1990, se estimd que, en los doce miembros de la Comunidad
Europea, aparecerian 85.000 nuevos casos de CP, siendo esta la segunda

causa de cancer en hombres después del de pulmén [10].

En Espana, los datos existentes sobre la incidencia y prevalencia
son limitados, y presentan cifras notablemente inferiores a las de los
grupos americanos. Siendo la incidencia de 22,2 por 100.000 habitantes /

ano [11].

En Getafe (Area Sanitaria nimero 10 de Madrid) la incidencia es de

20 / 100.000 habitantes / ano.

Con nuestros conocimientos actuales y sin mejores tratamientos, y
con la perspectiva remota de poder modificar el estilo de vida, existira
probablemente en los proximos afios un incremento en el nimero de

muertes por CP en todo el mundo [12].
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2. ENVEJECIMIENTO POBLACIONAL Y CANCER DE PROSTATA

La expectativa de vida se ha incrementado sustancialmente a lo
largo del ultimo siglo XX. Al comienzo de siglo pasado solo el 25% de los
americanos vivian hasta los 65 afos de edad; actualmente, el 70%

alcanzan esa edad, y el 30 % la octava década de la vida.

Hoy en dia, en muchos paises occidentales la expectativa de un

nifo al nacer se acerca a los 80 afios [12].

Para el ano 2020 se espera un incremento mayor del 200% de la

poblacién con mas de 65 afos de edad [13].

La esperanza de vida para los varones espafoles con relacion a su
edad apenas se ha modificado entre 1990 y 1996, y la representamos en

la tabla 1.
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Tabla 1

EDAD ESPERANZA DE VIDA de los varones espafoles
(anos) (afos de vida restantes)
1990 1996

50 27,3 28,1
55 23,1 23,8
60 19,2 19,8
65 15,5 16,1
70 12,2 12,6
75 9,3 9,6
80 6,9 7
85 5 5
90 3,5 3,4
95 2 2

Tabla 1: Tabla de Mortalidad del Instituto Nacional de Estadistica en la

que se representa la esperanza de vida en relacién con la edad en los

varones espafioles en los afios 1990 y 1996 [14].
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3. HISTORIA NATURAL DEL CANCER DE PROSTATA

El inicio y desarrollo del CP se ve afectado por una serie de factores
tanto enddgenos como exdgenos. Aunque la incidencia y la mortalidad
varian de forma importante entre distintas poblaciones, la frecuencia del
cancer latente se distribuye de forma homogénea entre todas ellas. Este
dato sugiere que existen factores externos que ejercen un efecto
importante en la transformacién de cancer latente en una forma mas

agresiva y clinicamente significativa [15].

La mayoria de los CP tienen un periodo de latencia entre 10 y 20
afos, proporcionando, por lo tanto, una importante oportunidad para el

uso de medidas preventivas que puedan evitar su desarrollo [16].

El hecho de que hasta en un 8% de las resecciones transuretrales
de préstata, aparezca un CP incidental, apoya el hecho de que existe un

largo periodo de latencia para esta enfermedad [17].

Especialmente en la préstata, el PIN se desarrolla a lo largo de
aproximadamente 20 afios. La progresion de PIN a PIN de alto grado y/o
a cancer insignificante se desarrolla en mas de 10 anos, y el carcinoma
clinicamente significativo tarda entre tres y quince afos en desarrollarse

[18].
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Si embargo, no esta claro el significado bioldgico de los tumores de
préstata. Varios estudios establecen que el tiempo de progresién depende
del grado, diferenciacion y volumen de la lesion primaria. El tiempo medio
de progresion para un tumor estadio Tla seria de 13,5 afos, y de 4,75

afos para un estadio T1b [19].

Ademas de Ila enfermedad clinicamente evidente, se han
encontrado focos microscdpicos de adenocarcinoma en autopsias de
hombres que han fallecido por otras causas. La frecuencia de estos
tumores latentes se incrementa con la edad. En la sexta década de la vida
su incidencia oscila entre un 5.3% y 14%, alcanzando una incidencia de

entre un 40% y 80% en personas con mas de 90 afos de edad [20].

Johanson vy colaboradores estudiaron 223 pacientes con CP
localizado dejandolos evolucionar libremente sin tratamiento, vy
afadiéndoles bloqueo hormonal sdélo cuando progresaban. La
supervivencia a los 10 afos fue del 91% para los tumores bien
diferenciados, del 85% para los moderadamente diferenciados, y del 71 %

para los pobremente diferenciados [21].

Albertsen y colaboradores establecen diferencias significativas en

mortalidad, segun el grado de diferenciacién tumoral. El riesgo de morir
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de CP durante los 15 afios siguientes al diagndstico era del 4% al 7% para
los pacientes con “Gleason score” de 2 a 4, entre un 6% y 11% para
“Gleason score” de 5, 18% a 30% para “Gleason score” de 6, 42% a 70%
para “Gleason score” de 7, y 60% a 87% para “Gleason score” de 8 a 10.

[22].

Gromberg y colaboradores estudiaron a 6.890 varones con CP en
todos los estadios, y compararon su supervivencia a los 10 afios con la de
un grupo de controles sanos. Se objetivd una reduccién de la

supervivencia del 45% en los pacientes con CP [23].

Demostrada por estos y otros estudios la lenta evolucion del CP,
seria de vital importancia actuar sobre factores etiopatogénicos que

pudiesen evitar el desarrollo de la enfermedad.
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4. ETIOPATOGENIA DEL CANCER DE PROSTATA

Para una enfermedad que presenta actualmente mas de un 15%
de riesgo de afectar a los varones americanos a lo largo de su vida, es
importante indagar, en los factores de riesgo conocidos, o que podrian

estar implicados en la patogenia de la enfermedad.

4.1. CANCER FAMILIAR

El primer estudio importante en el que se sugiere que el CP puede
ser considerado de alguna manera un cancer familiar, fue realizado en el

aho 1960 con Mormones en la ciudad de Salt Lake (EEUU) [24].

Un estudio publicado por Steinberg en 1990, establece un
incremento de riesgo de padecer CP en familias del 2.1 [25]. Estudios
recientes en Suecia y Canadd, situan para personas de la misma familia

este riesgo relativo en 1.7 [26,27].

El riesgo también depende del grado de parentesco. Un pariente de
primer grado (padre o hermano) tiene un riesgo de 2, un pariente de
segundo grado, de 1,7. Si una persona tuviera un pariente de primer

grado y otro de segundo, el riesgo se incrementaria a 8,8 [25].El riesgo

10
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también se modifica por el nimero de miembros familiares afectados. En
casos con un solo pariente de primer grado, el riesgo es de 2, con dos

parientes se incrementa a 5, y con tres, a 11 [26].

4.2. HERMANOS GEMELOS

La tasa de concordancia entre gemelos heterocigotos fue de 0.043
(comparable con el cancer familiar), mientras que la tasa de concordancia

entre gemelos homocigotos fue del 0.192, casi 5 veces mayor [26].

4.3. CANCER HEREDITARIO

Investigadores del Hospital John Hopkins en Baltimore han
establecido una distincién, separando lo que es el CP familiar (que
aparece en algunos miembros de la familia ), y el verdadero CP
hereditario . Este ultimo fendmeno se produce solo en el 9% de todos
los CP. Tiene una herencia mendeliana dominante con una alta
penetrancia. El criterio para establecer “cancer de prostata hereditario” es
la afectacion de mas de 3 miembros de una misma familia, o que ocurra
esto en tres generaciones, 0 que dos miembros de una familia hayan

desarrollado la enfermedad antes de los 55 anos de edad [28,29].

11
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4.4, ALTERACIONES GENETICAS

Se han realizado numerosos esfuerzos para identificar el gen que
hace que una persona sea candidato potencial a desarrollar CP. Varios
estudios han demostrado una alta tasa de CP cuando se presentan
delecciones en el loci de los cromosomas 8 p, 10 pg, 16 q y 18 g
[30].Estudios recientes han demostrado una importante relacién entre la

progresion local del tumor, y la pérdida de partes del cromosoma 8 p [31].

4.4.1. Pérdida de heterocigocidad

Los pacientes sometidos a prostatectomia radical en los cuales su
tumor haya mantenido su locus LPL en el cromosoma 8 p, tienen un
riesgo de progresion tumoral a los 3 afios de solamente un 20%,
comparado con un 75% de riesgo de progresion si existid pérdida del LPL
[32]. En canceres metastaticos se ha objetivado una pérdida de partes del
cromosoma 16 g en el 70% de los casos, comparado con un 35% en los

casos de tumores localizados [32].

12
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4.4.2. Gen HPC1

Estudiando familias con CP hereditario, el grupo del John Hopkins,
finalmente identificd una susceptibilidad mayor para el CP en el locus del
cromosoma 1,24. A este locus se le llamé “gen 1 del CP humano” (HPC1),

y estaba involucrado en el 30% de los CP hereditarios estudiados [33].

Este mismo grupo ha encontrado un segundo locus relacionado con
el CP en el cromosoma X, llamandole HPCX [34]. Los hijos de los padres
con este defecto genético no heredaran el riesgo, mientras que las hijas
tienen un 100% de riesgo de ser portadoras, y el 50% de sus hijos

heredaran el factor de riesgo.

4.4.3. Repeticiones de CAG (citosina, adenina, guanina)

El gen del receptor androgénico se localiza en el cromosoma X, es
polimdrfico y tiene una gran variabilidad de microsatélites trinucledtidos de
repeticiones de CAG (citosina, adenina y guanina) en el exén 1. El nimero
de repeticiones de CAG varia mucho entre la poblaciéon, con un rango

entre 8 y 31 [35].

13
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En un estudio realizado por Ingles incluyendo 57 casos de CP y
169 controles, los hombres portadores de un receptor androgénico, con
un alelo CAG con menos de 20 repeticiones, frente a un alelo con 20
repeticiones o mas, tenian un riesgo relativo de 2,1 de padecer CP [36].
Estudios del grupo de Harvard aportan importantes evidencias, de que las
repeticiones cortas de CAG en el receptor androgénico, irian asociadas a
un grado mas alto y a un estadio mas avanzado al diagnédstico del CP, asi

como mayor frecuencia de metastasis y mortalidad [30].

4.5. RECEPTOR DE LA VITAMINA D

Se ha demostrado que la forma activa de la vitamina D,
1,25(0H)?D, causa efecto antiproliferativo en lineas celulares de CP
[37].En la misma linea, un alto nivel de 1,25(OH)’D circulante en la
sangre, disminuye el riesgo de padecer CP [38]. El receptor de la vitamina
D es polimorfico. Los alelos largos de este receptor (con poly-A mayor a

18) se asocian a un mayor riesgo de CP, siendo este de 4,6 veces [36].

También se ha observado que en los Zairefios que emigran a
Bélgica, los niveles de vitamina D en el suero se relacionan directamente
con el tiempo que lleven en el pais, descendiendo continuamente, y esto

se asociaria a un mayor riesgo de padecer CP [39].

14



INTRODUCCION

4.6. NIVELES DE IGF1 (Inmunoglobulina F1)

En estudios caso-control se ha visto una importante relacion entre
los niveles de inmunoglobulina F en el suero y el riesgo para desarrollar
CP. La IgF1 asi como la IgF2, pueden estimular la produccién de
andrégenos adrenales por la via del receptor IgF1. Esto probablemente
seria una importante fuente de estimulacion andrtogénica en pacientes

que fracasarian tras una castracion médica o quirurgica [30].

4.7. RAZA

La incidencia y tasas de mortalidad por CP son mucho mayores en
paises occidentales, si las comparamos con los paises mediterraneos o
asiaticos.Las tasas de mortalidad mas altas se producen entre la poblacion
negra americana, siendo esta el doble que en la poblacion blanca. La tasa
de incidencia en la poblacién negra de Atlanta (USA) es de 91,2 por
100.000 habitantes / afio, en la poblacion blanca de Atlanta (USA) de 53,4
por 100.000 habitantes / afo. En Italia esta tasa es de 18,8 por 100.000
habitantes / afio, y en Shangai (China) de 1,8 por 100.000 habitantes /

afno [40,41].
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4.8. HORMONAS

Existen estudios con resultados contradictorios sobre los niveles de
testosterona en el suero, y la posibilidad de padecer CP.Sin embargo Ross
y colaboradores encontraron en suero un nivel medio de testosterona total
un 15% superior en varones de raza negra, en comparacion con los de
raza blanca, asi como un nivel medio de testosterona libre un 13%
superior, tras un analisis de ANOVA para el momento de la extraccion,

edad, peso, consumo de alcohol, tabaco, y uso de farmacos [42].

Estudios de autopsias demuestran que los pacientes con cirrosis
hepatica, presentan menor tasa de incidencia de CP si lo comparamos con
controles con edades similares, probablemente por los menores niveles de
testosterona y por el hiperestrogenismo en los alcohdlicos como factor

protector [43].

4.9. FACTORES VIRALES

Se han establecido algunas relaciones entre infecciones virales y
CP.Herbert y colaboradores encontraron anticuerpos contra el virus herpes
en el 71% de los pacientes con CP, y en el 66% de los pacientes con HBP

[44]. Viola y colaboradores encontraron una alta correlacion entre un
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anticuerpo monoclonal, que se cree que es especifico para el oncogén

celular H-ras de la proteina p21, con CP de alto grado [45].

4.10. ACTIVIDAD SEXUAL

Numerosos estudios indican que los hombres mas activos
sexualmente presentan mayor probabilidad de desarrollar CP [30]. A favor
de esta teoria estaria, el haber detectado valores mayores de
testosterona en pacientes con CP, si lo comparamos con los controles

[46].

4.11. RADIACIONES

En trabajadores de centrales nucleares, se ha constatado un riesgo
2,36 veces mayor del esperado de desarrollar CP en comparacion con
controles [47]. Los principales agentes impicados fueron el cromo tritiado,

hierro, cobalto y el zinc.

4.12. SOL

Los habitantes de los paises meridionales, se ven expuestos a mas

radiaciones solares y padecen, en general, menos CP. La explicacion seria
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por la activacién solar de la via de la vitamina D. La vitamina D5 inhibe el
crecimiento de lineas celulares de CP tanto in vitro como in vivo [48].
También se ha demostrado que la vitamina D3, produce una diferenciacién
a un fenotipo menos maligno de lineas celulares de CP murino y, que la

expresion del oncogen c-myc se inhibe por la misma [49,50].

4.13. TRABAJO EN GRANIJAS

Contra la teoria solar estaria el hecho de que los granjeros,
presentan mayor incidencia de CP, a pesar de que este es menos
frecuente en areas rurales en relacidon con las urbanas [51]. Sin embargo,
los granjeros evidentemente estan expuestos a otros factores de riesgo en
su trabajo, como herbicidas, pesticidas y fertilizantes [30]. En un estudio
con 20.025 granjeros, se objetivd que los que trabajaban principalmente
con pesticidas son los que tenian mayor riesgo de desarrollar CP, teniendo

los mas jévenes un incremento del riesgo de 2,03 veces [52,53].

4.14. DIETA

Numerosos factores dietéticos han sido implicados en el desarrollo
del CP. En el punto 6 se va a desarrollar el influjo de estos factores en el

desarrollo del CP.
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5. CONTROL DEL CANCER DE PROSTATA

Hasta ahora existen dos posibilidades que pueden llevar a una
disminucion de la muerte por CP: reducir el riesgo de desarrollar esta
enfermedad, y otra, diagnosticarla en estadios mas precoces, en los cuales

la terapia pudiera ser mas eficaz.

Los ensayos para actuar contra el cancer se pueden dividir en dos
grandes grupos: ensayos de tratamiento, que utilizan quimioterapia,
cirugia, radiaciones, terapia génica y hormonal, y ensayos de prevencion,
que utilizan métodos con cambios de estilo de vida, o tratamiento con

micronutrientes, vitaminas u hormonas.

Los estudios de prevencion contra el cancer pueden dividirse en 3
grupos, dependiendo a que nivel de la carcinogénesis actien: la
prevencidon primaria actia sobre la iniciacion, la prevencion secundaria

sobre la promocidn y la prevencion terciaria a nivel pre-cancer. [54].

A continuacion desarrollamos brevemente cada uno de los grupos
de estudio.
1. Los ensayos de prevencion primaria, suelen realizarse con gran

nimero de personas. Cuanto mas al comienzo del proceso

19



INTRODUCCION

neoplasico vayamos, mas disminuiremos el riesgo de desarrollar el
tumor. Ejemplos de prevencion primaria son las campafas para
prevenir el consumo de tabaco entre adolescentes o el uso de
protectores solares para prevenir los melanomas y, posiblemente,
algunas modificaciones dietéticas.

2. La prevencién secundaria trata de evitar factores promotores. Por
ejemplo, campafas para dejar de fumar, cambios dietéticos o el
uso de algun micronutriente.

3. La prevencidn terciaria estudia los posibles efectos sobre lesiones
preneoplasicas como las leukoplakias en la boca, las displasias

cervicales o los canceres precoces de piel.

Un posible factor que podria contribuir al control del CP seria el
“screening”, especialmente con el uso del PSA. Sin embargo hay opiniones
muy distanciadas en cuanto a su uso, entre los que defienden su uso de
forma masiva y los que creen que nunca estaria justificado su uso [12]. En
un estudio de “screening” sobre 2.576 varones realizado en el Hospital de
Getafe entre Junio de 1993 y Junio de 1996, se llegd a la conclusion de
que, dada la baja incidencia de CP en el area geografica estudiada, y la
morbilidad y costes asociados a la biopsia de préstata, no se puede
recomendar el “screening” de masas con los métodos diagndsticos

disponibles en la actualidad [55].
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6. DIETA Y CANCER DE PROSTATA

6.1. DIFERENCIAS GEOGRAFICAS DIETETICAS E INCIDENCIA DEL CP.

Las importantes diferencias en la incidencia de ciertos tipos de
cancer en diferentes paises o regiones del mundo sugieren que algunos
factores dietéticos pueden influir en el desarrollo del cancer, bien jugando
un papel activador o bien como inhibidores de la carcinogénesis [3]. El
concepto de que pueden existir sustancias protectoras frente al CP se ha

desarrollado en los ultimos afios.

La tasa de incidencia de CP en habitantes negros en USA es treinta

veces mayor que la que se da en Osaka (Japdn) y 120 veces mayor que

la que se da en Shangai (China) [41].

6.2. ASPECTOS NUTRICIONALES Y CANCER DE PROSTATA

Diferentes aspectos de la dieta han sido implicados como agentes

estimuladores o protectores contra el CP, existen numerosos trabajos

sobre algunos componentes de la dieta y su efecto sobre el CP.
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6.2.1. Grasa

Numerosos estudios han establecido para los pacientes obesos, un
riesgo relativo general de padecer CP del 1,25 [63]. Este riesgo relativo se
eleva a 1,54 en los consumidores de grasa animal. Estos datos han sido
extraidos de estudios que correlacionaban las tasas internacionales de

mortalidad por CP, y el consumo per capita de grasa [64].

Sin embargo otros estudios contradicen los datos previos. La grasa
en la dieta no influiria en la incidencia de CP experimental, aunque si la
ingesta total de calorias. [65]. Esta conclusion es apoyada por Albanes en
estudios con pacientes [66]. Los aceites vegetales, por el contrario, no
parecen incrementar el riesgo de padecer CP, y los cereales tendrian

incluso un papel protector [67].

6.2.2. Licopeno

El licopeno es el carotenoide mas prevalente en la dieta occidental,
y el mas abundante en el suero humano. Se encuentra fundamentalmente
en los tomates y en sus derivados y tiene un importante poder

antioxidante [68].
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Aunque los tomates son la principal fuente de licopeno, en el
estudio de “Auckland sobre Prostata”, el consumo de tomates crudos no
se asocid con reduccion en el riesgo de CP. Sin embargo, muchos de los
derivados del tomate, como la salsa de espaguetis, sopa de tomate, y
salsa “Ketchup”, son mejores fuentes de licopeno biodisponible que los

tomates frescos [69].

En un estudio con 14.000 varones Adventistas del Séptimo dia con
alta ingesta de tomates y derivados en grandes cantidades, se observd
una reduccién en el riesgo de padecer CP en un 35%, y CP agresivo en un
53% [70]. En la actualidad se esta realizando un estudio fase I, para
tratar de comprender mejor el papel del licopeno como agente preventivo

frente al CP auspiciado por el Instituto Nacional del Cancer [71].

6.2.3. Zanahoria y carotenoides

Los vegetales verde-amarillos (zanahorias, espinacas, lechuga verde

y esparragos verdes) contienen mas de 600 ug de caroteno/100 g.

En Japdn se realizd un estudio de cohortes con 265.118 adultos
mayores de 40 afos, donde se investigd la relacidon entre estilo de vida y

riesgo de enfermedades. En el mismo se objetivé que el consumo diario
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de vegetales verde-amarillos protegia frente al cancer de estomago vy
prostata, asi como frente a la enfermedad isquémica cardiaca,
arterioesclerosis y cirrosis hepatica [72]. Varones que consumen
importantes cantidades de zanahoria tienen un riesgo relativo de padecer
CP de solo el 0.66 siendo este, por lo tanto, un factor protector [63]. Sin
embargo, el caroteno tiene muy poca influencia sobre el CP con un riesgo
relativo de 0.99, luego deben existir otros componentes en la zanahoria

que actten como factores protectores [30].

La luteina, que es un carotenoide, se encuentra en grandes
cantidades en las verduras cruciferas y en las hojas verdes y podria estar
relacionada con el CP. La ingestién de 2000 ug o mas de luteina asociada
a zeaxantina tiene un efecto protector contra el CP, con una odds-ratio de

0,68, comparada con una ingesta inferior a 800 ug [73].

6.2.4. VitaminaE

La vitamina agrupa a una serie de compuestos llamados tocoferoles

y tocotrienoles. Habitualmente los suplementos de vitamina E se

administran en forma de alfa-tocoferol [74].
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La vitamina E tiene una potente actividad antioxidante, y también
protege contra el cancer estimulando funciones inmunitarias,
disminuyendo la actividad de la proteina C kinasa (involucrada en la
regulacion de la proliferacion celular) e induciendo apoptosis. También

inhibe el crecimiento de varias lineas celulares de CP [75].

El estudio mas convincente sobre el papel protector de la vitamina
E contra el CP fue, el “Estudio de Prevencion de Cancer por alfa-tocoferol
y beta-caroteno (ATBC)”. En este estudio, fumadores finlandeses
recibieron 50 mg de vitamina E y presentaron una reduccion del 33% en
incidencia de CP y una reduccion del 41% en la mortalidad por dicha

enfermedad [76].

6.2.5. Vitamina D

El papel fundamental de la vitamina D es actuar sobre el
metabolismo 6seo y mineral. Sin embargo, también se ha visto que
metabolitos de la vitamina D inducen diferenciacion y/o inhiben

proliferacion celular, entre otras de las células de CP [77].

Existen estudios que indican que la forma activa de la vitamina D,

la 1,25 dihidroxicolecalciferol o calcitrol, a dosis bajas estimula el
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crecimiento de células LNCaP, mientras que a dosis mas altas (>10 ~ mol

/ L) inhibe la carcinogénesis prostatica [77,78].

6.2.6. Selenio

El selenio es un oligoelemento que se encuentra en cereales, carne
y pescados. Existe gran variabilidad en cuanto al consumo de selenio en la
dieta porque su disponibilidad depende, en gran medida, de su
concentracion en el suelo [79]. El selenio a diferentes dosis, tiene
diferentes  actividades anticarcinogénicas incluyendo  proteccién
antioxidante, metabolismo carcinogénico, estimulacién inmunitaria vy

apoptosis [80].

Clark y colaboradores realizaron un estudio controlado y doble
ciego con 1.312 pacientes con historia de carcinoma basal o escamoso de
piel, a los cuales se les suministré 200 ug de selenio o placebo durante
una media de 4,5 afios. En los pacientes que tomaron selenio, se objetivd
una reduccién en la tasa de CP del 66%, en comparacion con los del

grupo placebo [81].
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6.2.7. Fitoestrogenos

Existe una importante diferencia en el consumo de fitoestrégenos
(estrégenos de las plantas) entre la sociedad americana y la japonesa. Los
principales grupos de estos compuestos son los lignanos, flavonoides e

isoflavonoides, [30].

Muchos alimentos de origen vegetal, contienen importantes
cantidades de estos elementos, y muchas plantas manifiestan cierto grado
de actividad estrogénica. Los flavonoides se encuentran en importantes

cantidades en muchas frutas, vegetales, cereales y vino [3].

Los fitoestrogenos tienen funciones muy diversas que podrian

influir en su capacidad antitumoral:

e Actividad estrogénica:

Los lignanos de los mamiferos (enterolactona y enterodiol), los
isoflavonoides (daizeina, genisteina, coumestrol y ecuol) y los
flavonoides (apigerina, kaempferol y naringenina) poseen, todos ellos,
una actividad estrogénica débil [83].

En los adultos jovenes, aproximadamente el 98% de la testosterona

plasmatica se encuentra unida a la globulina para la unidon de
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hormonas sexuales (SHBG) y a otras proteinas de transporte. Sélo el 2
% esta libre, y esta es la fraccion bioldgicamente activa que difunde
pasivamente a las células diana prostaticas. Un incremento en la
concentracion de SHBG reduciria la fraccién de testosterona libre
plasmatica. Los vegetarianos, japoneses y chinos presentan niveles
plasmaticos de SHBG mas altos, y por tanto, menor concentracién de
testosterona libre que los occidentales con dieta libre [84,85].

e Inhibicién de la 5a-reductasa:

Los isoflavonoides y los lignanos inhiben la 5a-reductasa y la 173-
hidroxiesteroide-deshidrogenasa. Los niveles de marcadores de la
actividad 5a-reductasa son menores en los hombres japoneses jovenes
que en sus homdlogos occidentales [86].

e Inhibicién de la aromatasa:

Dos tercios de los estrogenos en el vardn se derivan de la
conversion  periférica de los esteroides c19  adrenales
(dehidroepiandrosterona y androstendiona) por el sistema enzimatico
de la aromatasa, en el tejido muscular y adiposo. La enterolactona y
los flavonoides, luteolina y kaempferol, disminuyeron la actividad de la
aromatasa en preadipocitos humanos [87].

e Inhibicién de las proteinkinasas tiroxina-especificas
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Las tiroxina-kinasas son necesarias para el funcionamiento de
numerosos receptores de factores de crecimiento. La fosforilizacién de
la tiroxina desempefia un importante papel en la proliferacién celular.
La genisteina ha demostrado ser un inhibidor especifico de la actividad
de la tiroxina-kinasa y, por tanto, bloquea receptores de factores de
crecimiento.

e Inhibicién de las topoisomerasas del ADN

Las topoisomerasas son enzimas que alteran la conformacion del ADN,
y son cruciales para la division celular [88].

La inhibicién de las topoisomerasa es hoy en dia un objetivo para el

disefio de nuevas drogas anticancerigenas.

La genisteina es un potente inhibidor de estas enzimas. La
quercetina, fisetina y morina también inhiben las ADN topoisomerasas
I y II, mientras que el kaempferol sélo inhibe la ADN topoisomerasa II

[89].

6.2.7.1. Arroz

El arroz, importante fuente de isoflavonoides, es un producto muy
popular en el noreste de Finlandia, area conocida por la menor incidencia

de CP de todo el pais [90].
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En un estudio con japoneses en Hawai, Severson y colaboradores
establecieron que un incremento en el consumo de arroz y soja se

asociaba con una disminucién del riesgo de padecer CP [91].

También se han realizado estudios inoculando células LNCaP en
ratones, alimentados con una dieta rica en arroz, en los cuales no se
observd progresion tumoral cuando se compard con controles. Este efecto

desaparecio cuando se afadid grasa a la dieta [92].

6.2.7.2. Soja

Un reciente estudio usando el modelo animal de adenocarcinoma
de prostata Dunning R3327 mostréd que en las ratas alimentadas con
pienso de arroz o flior de soja el tumor crecia mucho mas lentamente que

los tumores en los animales control [93].

Tanto estudios epidemioldgicos como estudios sobre emigrantes,
han demostrado correlacion entre un incremento de los niveles de
isoflavonas (en especial genisteina) en el suero y orina de los varones

asiaticos y disminucion de la incidencia de CP [95].
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La genisteina es un potente inhibidor de la proteina tiroxina-kinasa
y topoisomerasa II, enzimas cruciales para la proliferacion celular.
También es un inhibidor de la angiogénesis y de numerosas enzimas del

metabolismo esteroideo como la aromatasa y la 5a reductasa [96].

6.2.7.3. Cereales

Rose y colaboradores han encontrado un efecto protector de las

dietas ricas en cereales contra el CP [97].

6.2.7.4. Té verde

El té es la bebida mas consumida en el mundo sino contamos con
el agua. El té verde contiene polifenoles, siendo los flavonoles los mas
importantes. Dentro de estos se encuentran la epicatequina, epicatequina
3-galato, epigalocatequina y epigalocatequina 3-galato [98]. En un estudio
en el que se inocularon células LNCaP y PC-3 en ratones atimicos. Se
demostrd que la inyeccion diaria de 1 mg de epigalocatequina a las dos
semanas de la inoculacion tumoral, producia una reduccion de ambos

tumores entre el 20% y el 30% [99].
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7. DIETA MEDITERRANEA Y CANCER DE PROSTATA

La dieta mediterranea tradicional debe tener ocho componentes:

1. Cociente alto entre grasa monosaturada y saturada.
2. Moderado consumo de etanol.

3. Alto consumo de legumbres.

4. Alto consumo de cereales (especialmente pan).

5. Alto consumo de frutas.

6. Alto consumo de vegetales.

7. Bajo consumo de carne y productos carnicos.

8. Consumo moderado de leche y productos lacteos.

La dieta mediterranea, que es considerada hoy en dia protectora
contra canceres endocrinos, asi como, frente a enfermedades
cardiovasculares, tiene un alto contenido de frutas, vegetales y pasta, y

también un consumo moderado de vino [100].

Existen numerosos estudios italianos que demuestran un efecto

protector de la fruta fresca y los vegetales crudos frente a numerosos

canceres, incluyendo el de prostata [101,102].
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8. PROLIFERACION CELULAR

Aunque se multiplique por tres o por cuatro el tamano de las células,
desde el recién nacido al adulto, la mayor parte del crecimiento que se
produce en la especie humana se debe a un incremento en el nimero de
células. Un adulto crece desarrolldndose hasta una media de 10%° células,
desde un Unico huevo fertilizado. Cuando los adultos alcanzamos la
madurez el nimero de células permanece practicamente constante, hasta
el final de nuestros dias. Sin embargo, incluso en los adultos, la division
celular se mantiene a un ritmo elevado, muriendo un billén de células al
dia que deben ser reemplazadas. La mayoria de las células que mueren
vienen de tejidos y érganos como el tracto gastro-intestinal, piel y médula
0sea [110]. En el animal adulto, el nimero de células que se producen,
debe igualar al nimero de células que mueren. Esta simple ecuacion es

fundamental para entender un crecimiento normal o anormal.

En toda poblacion de células, existen 3 subpoblaciones. El primer
grupo son células que continuamente proliferan, pasando de una mitosis a
la siguiente. El segundo grupo se compone de células diferenciadas
terminalmente que, de forma irrevocable, abandonan el ciclo celular y
estan destinadas a morir sin que se vuelvan a dividir otra vez. Y el tercer

grupo, son células que no se encuentran en el ciclo celular y que no se
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dividen, pero que pueden reentrar en el ciclo celula, y dividirse con un
estimulo adecuado (células Gp). En la figura 1 se muestra como las células

en el ciclo atraviesan las 4 fases diferentes [111].

Figura 1

Célula no
division

Figura 1: Representacion de ciclo celular: las células atraviesan 4 fases

definidas como G;, fase S, G, y M (mitosis).

Células en fase Gy se encuentran presentes en numerosas partes
del organismo. En el higado adulto la mayoria de las células estan en G, y
cuando se reseca dos terceras partes del mismo, el resto de las células
entran en el ciclo celular (en fase G;), proliferan y regeneran el higado

practicamente hasta su tamafio original [110].
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La figura 1 muestra que cualquier poblacion celular puede

incrementar su nimero por cualquier de los tres mecanismos siguientes:

e Acortamiento de la longitud del ciclo celular, produciéndose mas
células por unidad de tiempo.

e Disminuyendo la tasa de muerte celular.

e Introduciendo células Gy al ciclo celular, volviendo a resultar en

mas células por unidad de tiempo.

Los tres mecanismos actlan en el crecimiento normal y anormal. En
los tumores, se produce en ocasiones un acortamiento del ciclo celular,
puede existir un incremento en la fraccion de crecimiento (grupo de
células proliferantes), o estar disminuida la fraccion de pérdida celular

[111].

En la mayoria de los tumores, los tres mecanismos son importantes en
determinacion de la agresividad del tumor, que se caracteriza por su
tiempo de duplicaciéon. Este tiempo varia entre 38 y 116 horas, con una
media inferior a 3 dias para el linfoma de Burkitt y mas de 600 dias para
algunos adenocarcinomas del colon y recto. El tiempo de duplicacién mide
la agresividad tumoral y no el indice mitético o el grado de anaplasia

[112].
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9. APOPTOSIS

El término apoptosis viene del griego, y significa caida de las hojas de
un arbol. La apoptosis es un mecanismo por el que se regula el nUmero de
células. También es conocido como muerte celular programada. Es la
forma de muerte eucaridtica mas frecuente, actuando como un
mecanismo de suicidio fisioldgico para preservar la homeostasis tisular. Se
produce de forma natural durante el recambio tisular, por ejemplo, la
muerte neuronal, la seleccién de células linfociticas o la menstruacion

[113].

Kerr y colaboradores establecen que las dos principales formas de
muerte celular son la necrosis y la apoptosis, y establecen unas diferencias

entre ambas que se representan en la tabla 2.

Morfoldgicamente, la apoptosis se caracteriza por una secuencia
temporal de sucesos que desembocan en la agregacion de la cromatina,
condensacidon nuclear y citoplasmatica, y la eventual fragmentacion de la
célula, que muere en racimos de fragmentos de membranas agregados
(cuerpos apoptédticos), que con frecuencia contienen organelas

morfoldgicamente intactas [114].
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Tabla 2

NECROSIS APOPTOSIS

Es evitable Es inevitable

Se produce aumento del tamafo No se produce aumento del tamano

celular celular

Expansion y disolucién del ndcleo Condensacion del nacleo y
fragmentacion (“picnosis”)

Desintegracion de las organelas Las organelas pueden permanecer

intactas

Liberacion de enzimas al espacio No hay liberacidon de enzimas

extracelular

Secundaria a rotura de membrana Secundaria a “mecanismo de

celular externa burbujeo”

Desencadena respuesta inflamatoria ~ No hay respuesta inflamatoria

Las células no se separan de las La célula apoptdtica se separa de las

vecinas. vecinas tras degradacién de
moléculas adhesivas, formandose
vesiculas aisladas (cuerpos

apoptéticos)

Tabla 2: Principales diferencias entre el proceso de muerte celular por

necrosis y por apoptosis.
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Los 5 rasgos caracteristicos de las células apoptoticas son:

1.- Activacion de las caspasas.

2.- Acumulacion de fosfatidilserina en la cubierta exterior de la membrana
celular, detectable con anexina.

3.- Fragmentacién del ADN: fragmentacion del los nucleosomas por las
ADNasas.

4.- Fragmentacion de las membranas y del nlcleo vy, finalmente, de la
célula entera.

5.- Fagocitosis de los fragmentos celulares por los macréfagos

La sefial que es capaz de inducir la apoptosis o cascada apoptdtica

puede actuar a dos niveles (figura 2):

a.- Sobre receptores de membrana, activandose la caspasa 8.

b.- Causando un dafio mitocondrial, activandose la caspasa 9.

Ambas caspasas activan las caspasas efectoras 3 y 6 que son las
que van a producir los efectos antes descritos (condensacion de cromatina
y formacion de cuerpos apoptoticos). Estos cuerpos apoptdticos son
rapidamente reconocidos, fagocitados y digeridos tanto por macrofagos

como por células epiteliales adyacentes [115].
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El patrén caracteristico de la apoptosis es la fragmentacion del ADN
del genoma, un proceso irreversible que conduce a la célula a su muerte,
y se produce antes de los cambios citoplasmaticos y de la permeabilidad
de la membrana interna [116].

Figura 2

Reguladores Reguladores
negativos:Bcl-2, positivos: Bad,
Bcl-xL Bax

Figura 2: Vias de activacion de la apoptosis. La muerte celular
programada se puede producir a través de la activacion de receptores de

membrana o a través de dano mitocondrial.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La quercetina, rutina, morina, y los acidos galico y tanico
(polifenoles presentes en el vino tinto) inhiben la proliferacion in
vitro de las células LNCaP, y esta accidon se produce, al menos en

parte, por induccion apoptotica.
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OBJETIVOS

A.- OBJETIVOS PRINCIPALES:

1. Establecer el grado de inhibicion sobre la proliferacion de las células

LNCaP en cultivo, que ejercen la quercetina, la rutina, la morina, y los

acidos galico y tanico a las 24, 48, 72 y 96 horas de incubacion.

2. Evaluar el efecto de dichos nutrientes sobre la muerte celular

programada (apoptosis) en la linea celular mencionada, a las 24, 48 y

72 horas de incubacion.

B.- OBJETIVO SECUNDARIO

1. Estudiar la modificacién de la proliferacion de las células LNCaP tras

la adicion de dihidrotestosterona (DHT) al medio de cultivo.
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1. AMBITO DEL ESTUDIO

1.1. ELECCION DE LA LINEA CELULAR MAS APROPIADA.

Hoy en dia podemos disponer de varias lineas celulares de CP. En
este trabajo hemos preferido la utilizaciéon de células de CP humano,
LNCaP. Esta linea celular deriva originalmente de una metastasis
supraclavicular de CP humano, siendo las células sensibles (tanto in vivo,
como in vitro) a los andrégenos, frente a los cuales responden con un
aumento en la proliferacion. También son capaces de sintetizar y secretar
antigeno especifico prostatico (PSA), asi como de expresar receptores
androgénicos. Por ultimo, estas células estan disponibles comercialmente
(American Type Culture Collection, ATCC, Rockville, USA). Todos estos
rasgos hacen de esta linea celular la candidata ideal para cumplir los

objetivos del presente proyecto.

1.2. PROCESO DE DESCONGELACION.

Los tubos que contienen las células en congelacion (forma de
conservacion a largo plazo en nitrogeno liquido, a -196° C), se

depositaron en un bafio de agua a 37° C para su descongelacion.
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Posteriormente, las células se lavaron para eliminar el DMSO
(presente en el medio de congelacion al 10%), con medio RPMI mediante
varias centrifugaciones, hasta conseguir un pellet limpio. En ese momento,
todo el contenido se transfirié a un Unico recipiente de cultivo con medio
RPMI 1640 con 10% de suero fetal bovino (FCS), L-glutamina y
antibioticos (penicilina, estreptomicina y gentamicina). Una vez
transferidas a los recipientes con el medio, las células se incubaron en
estufa a 37° C, bajo una atmdsfera de presion, y una concentracion de
CO, del 5%. Para el mantenimiento del cultivo celular se realiz6 un cambi6
de dicho medio una vez cada 2-3 dias en funcion de la densidad celular

alcanzada en los recipientes de cultivo.

1.3. SIEMBRA CELULAR.

Para los estudios de proliferacion celular y apoptosis, la siembra
celular se realiz6 en placas de 96 pocillos (Costar, Acton, USA) de 1 ml de
capacidad, a razon de 500, 1000 y 5000 células por pocillo, utilizando
medio RPMI - 1640, conteniendo un 10% de suero fetal bovino (FCS), L-
glutamina y los antibiéticos anteriormente resefiados. Las células se
incubaron durante toda la noche para permitir la adherencia de las

mismas a la superficie del pocillo. Al dia siguiente, se realizé el recuento

45



MATERIAL Y METODOS

para establecer la eficacia de la siembra y para establecer la poblacion
celular de “0 horas”. Siempre bajo condiciones de esterilidad, el medio de
cultivo se elimind mediante pipeteo, y se sustituyé por medio limpio y
fresco cada 24 horas. Tras la adicién de las sustancias que se describen
en el apartado de manipulaciones, las células se cultivaron durante 4 dias
(0, 24, 48, 72 y 96 h) al cabo de los cuales se procedid, segun manual de
fabricacion, al procesamiento de las muestras para el estudio de la
proliferacion celular utilizando un kit especifico (Cell Proliferation ELISA

BrdU - Roche).

1.4. MANTENIMIENTO DE LAS CELULAS EN CULTIVO.

Los cultivos se llevaron a cabo como monocapas de células
adherentes en frascos de 75 cm? (Costar, Acton, USA) en medio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute, Biological Industries, Beit, Haemek,
Israel) suplementados con un 10% de FCS termo inactivado (FBS,
Biological Industries, Beit, Haemek, Israel), L-glutamina 2 mM (Biological
Industries, Beit, Haemek, Israel), penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100
ug/ml y gentamicina 50 mg/ml (Biological Industries, Beit, Haemek, Israel
Biological Industries, Beit, Haemek, Israel). Para la propagacion de los

cultivos, las células fueron despegadas del fondo de los frascos con una
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solucion de tripsina al 0,05% y acido etilen-diamin-tetraacético (EDTA) al
0,02% (Biological Industries, Beit, Haemek, Israel). Una vez despegadas,
las suspensiones celulares se transfirieron a tubos estériles de 50 cc. Se
realizd6 una centrifugacion (1.500 rpm durante 5 minutos) y el pellet de
células obtenido se resuspendié en medio RPMI - 1640 y se resembrod
entre 1/10 y 1/5 en frascos de 75 cm? Controlada la calidad de la
suspension (idealmente, las células deben aparecer aisladas), los
recipientes se conservaron en estufa a 37° C con una atmésfera de CO, al
5 %. A partir del momento de la siembra, el medio de cultivo se cambid
cada 2 dias. También cada 24 horas se comprobd la viabilidad del cultivo:
crecimientos iguales o superiores al 90 % de la superficie del recipiente (o
lo que es lo mismo, superior al 90 % de un campo de gran aumento)
traducen una gran actividad celular y suponen un gran consumo de
nutrientes. En esas circunstancias, también debe cambiarse el medio de

cultivo.

1.5. CONSIDERACIONES ESPECIALES.

Todas las manipulaciones celulares se llevaron a cabo bajo
condiciones de esterilidad. Para asegurar la esterilidad de los procesos, se

usaron guantes y, todos los procesos se llevaron a cabo en campana
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extractora de flujo laminar. Todos los residuos se eliminaron como

material biocontaminante.
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2. NUTRIENTES

La dieta mediterranea, ha sido y es, motivo de estudio como factor
protector contra ciertos canceres, y en especial los endocrinos, como el

CP. Uno de los principales compuestos de la dieta mediterranea es el vino.

El vino es una solucién hidro-alcohélica producto de la fermentacion
del mosto de la uva. Sin embargo, no es so6lo agua y alcohol, sino que
contiene méas de 500 compuestos diferentes: azucares, acidos, glicerol,
polifenoles, aldehidos, vitaminas, etc. Los polifenoles estan presentes en
cantidades importantes en vinos tintos, y en menor medida, en los
blancos, y contribuyen en gran parte a las cualidades deseables del vino,

aunque no tienen valor nutritivo.

Nosotros hemos estudiamos in vitro la influencia de 5 polifenoles
presentes en el vino tinto sobre la proliferacién de las células LNCaP. Los
polifenoles utilizados han sido: quercetina, rutina, morina, acido galico y
acido tanico. La quercetina, rutina y morina son flavonoides de la familia
de los flavonoles, mientras que acido galico es un hidroxibenzoato. El
acido tanico es un tanino (polimero de 8 mondmeros de acido gélico y
glucosa). Las figuras 3, 4, 5, 6 y 7 representan la formulacion quimica de

cada compuesto.
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 7
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3. ESTABLECIMIENTO DE “NUESTRAS CONDICIONES” DE

INVESTIGACION

Es fundamental establecer nuestras condiciones previas para el
crecimiento y desarrollo de los cultivos celulares, con nuestra partida de
FCS vy lineas celulares de LNCaP con un determinado numero de pases

celulares (en nuestro caso, 75 pases).

Las células de CP humano (LNCaP) crecieron en monocapas de
cultivo en medio RPMI — 1640 con 5% de FCS y suplementado con
penicilina (100 U / ml), estreptomicina (100 mg / ml) y gentamicina (50
mg / ml), en una atmosfera con 95 % de aire y 5 % CO,,a 37° C de

temperatura.

La descripcion del experimento que llevamos a cabo se describe,

paso a paso, a continuacion:
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3.1. PROTOCOLO PARA ESTABLECER LAS CONDICIONES DE

EXPERIMENTACION

1. Se cultivaron las células en las condiciones de experimentacion
determinadas, en un volumen final de 100 pl.

2. Se afadieron 10 pl / pocillo de la solucién 1 (BrdU) durante 2 y 4 horas
para su incorporacion al ADN.

3. Se elimindé el medio mediante aspiracion, para eliminar la BrdU no
incorporada.

4. Se afadieron 200 ul de una solucion fijadora (FixDenat) a las células e
incubamos durante 30 minutos a temperatura ambiente (TA).

5. Se eliminé la solucion fijadora, se afiadié 100 pl / pocillo de la solucion
3 (Anti — BrdU - POD) y se incub6 durante 45 y 90 minutos a TA.

6. Se elimino la solucion 3 y se lavaron los pocillos tres veces con 250 ul /
pocillo de la solucion de lavado 4.

7. Se afiadié 100 pl / ml de solucion sustrato (TMB) y se incubd a TA
durante 5 - 30 minutos (hasta observar una intensidad de color
suficiente para su deteccion fotométrica)

8. La reacciéon se detuvo afiadiendo 25 pl de H,SO4, 1 M a cada pocillo e

incubando durante 1 minuto en agitacion.
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. Se midid la absorbancia a 450 nm, y como canal de referencia 630 nm,
dentro de los 5 minutos posteriores a la adicion de la solucion de

parada.

Solucion 1: diluimos 1:100 con medio RPMI completo.
10 pl/ pocillo x 102 pocillos = 1020 pl.
Preparamos 11 pl sol.1 + 1089 pl RPMI (solucién
protegida de la luz).
Solucion 2: disolvimos en 1.1 ml de agua bidestilada durante 10
minutos y mezclamos.
Solucion 3: diluimos la soluciéon 2 1:100 con solucion dilucion

“antibody” (bote 4).

Preparamos un poco antes de usar y no almacenamos.

100 pl / pocillo x 102 pocillos = 10,2 ml.

Preparamos 102 pul sol.2 + 10,098 ml sol. Bote 4.

Solucion 4: diluimos 1 / 10 (solucion estable a 2 - 8° C durante varias
semanas).

250 pl / pocillo x 102 pocillos = 25,5 ml x 3 = 76.5 ml.

Preparamos 8 ml sol. 4 + 72 ml agua bidestilada
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3.2. CONTROLES

1. Blanco: 100 ul RPMI completo + 10 pl sol. 1 + 100 pl sol. 3 (la

absorbancia no debe exceder de 0.1)

2. Background: 100 pl células + 100 pl sol. 3

3.3. CALCULO DE LAS DOSIS

1. Acido Galico (170.1 mg / L)

1.a) Solucién stock 75 mM: pesamos 127.5 mg en 10 ml etanol

absoluto.

1.b) Soluciones 1,5y 10 mM:

1.b.1) solucién 10 mM: 134 pl sol. 75 mM + 866 pl etanol.

1.b.2) solucibn 5 mM: 500 ul sol. 10 mM + 500 pl etanol.

1.b.3) solucibn 1 mM: 200 ul sol. 5 mM + 800 pl etanol.
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1.c) Solucion células (1:1000) en medio completo 5 % FCS:

1.c.1) solucién 10 pM: 40 pl sol. 10 mM + 39.95 ml medio 5% FCS

1.c.2) solucién 5 pM: 40 pl sol. 5 mM + 39.95 ml medio 5% FCS

1.c.3) solucién 1 puM: 40 pl sol. 1 mM + 39.95 ml medio 5% FCS

2. Acido Tanico (632 mg / L)

2.a) Solucién stock 75 mM: pesamos 474 mg. en 10 ml etanol

absoluto.

2.b) Soluciones 1, 5y 10 mM:

2.b.1) solucion 10 mM: 134 pl sol. 75 mM + 866 pl etanol.
2.b.2) solucion 5 mM: 500 pl sol. 10 mM + 500 pl etanol.

2.b.3) solucion 1 mM: 200 pl sol. 5 mM + 800 pl etanol.

2.¢) Solucion células (1:1000) en medio completo 5 % FCS:

2.c.1) solucion 10 pM: 40 pl sol. 10 mM + 39.95 ml medio 5% FCS

2.c.2) solucion 5 pM: 40 ul sol. 5 mM + 39.95 ml medio 5% FCS

2.c.3) solucion 1 pM: 40 pl sol. 1 mM + 39.95 ml medio 5% FCS
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3. Morina (338.27 mg / L)

3.a) Solucién stock 75 mM: pesamos 254 mg en 10 ml DMSO.

3.b) Soluciones 50 y 25 mM:

3.b.1) solucion 50 mM: 667 ul sol. 75 mM + 333 pl DMSO.

3.b.2) solucion 25 mM: 500 pl sol. 50 mM + 500 pl DMSO.

3.¢) Solucion células (1:1000) en medio completo 5 % FCS:

3.c.1) solucion 75 pM: 40 pl sol. 75 mM + 39.95 ml medio 5% FCS

3.c.2) solucion 50 pM: 40 pl sol. 50 mM + 39.95 ml medio 5% FCS

3.c.3) solucion 25 pM: 40 pl sol. 25 mM + 39.95 ml medio 5% FCS

4. Rutina (664.55 mg / L)

4.a) Solucion stock 75 mM: pesamos 498 mg en 10 ml DMSO.

4.b) Soluciones 50 y 25 mM:

4.b.1) solucion 50 mM: 667 ul sol. 75 mM + 333 ul DMSO.

4.b.2) solucion 25 mM: 500 pl sol. 50 mM + 500 pl DMSO.
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4.c) Solucién células (1:1000) en medio completo 5% FCS:

4.c.1) solucion 75 puM: 40 pl sol. 75 mM + 39.95 ml medio 5% FCS
4.c.2) solucion 50 pM: 40 pl sol. 50 mM + 39.95 ml medio 5% FCS

4.c.3) solucion 25 pM: 40 pl sol. 25 mM + 39.95 ml medio 5% FCS

5. Quercetina (338.3 mg / L)

5.a) Solucién stock 75 mM: pesamos 254 mg. en 10 ml DMSO.

5.b) Soluciones 1, 5y 10 mM:

5.b.1) solucion 10 mM: 134 ul sol. 75 mM + 866 pl etanol.
5.b.2) solucion 5 mM: 500 pl sol. 10 mM + 500 pl etanol.

5.b.3) solucion 1 mM: 200 pl sol. 5 mM + 800 pl etanol.

5.¢) Solucion células (1:1000) en medio completo 5% FCS:

5.c.1) solucion 10 pM: 40 pl sol. 10 mM + 39.95 ml medio 5% FCS
5.c.2) solucion 5 pM: 40 ul sol. 5 mM + 39.95 ml medio 5% FCS

5.c.3) solucion 1 pM: 40 pl sol. 1 mM + 39.95 ml medio 5% FCS
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Para establecer el niumero idoneo de células con un crecimiento
exponencial durante las 96 horas de nuestro experimento, utilizamos
placas de 96 pocillos y se realizaron siembras celulares a 3
concentraciones diferentes por pocillo: 5 x 100, 1 x 1000 y 2 x 1000
células. Observamos que la curva que mejor se ajusté a un crecimiento
exponencial durante las 96 horas se obtuvo con 500 células por pocillo, y

esa fue la concentracion celular que utilizamos para nuestro trabajo.

El marcaje con BrdU se realizb a 2 y 4 horas con el objeto de
establecer cual era el minimo tiempo necesario para obtener una
incorporacion de BrdU a la sintesis “de novo” en el ADN suficiente para
poder ser detectada y cuantificada. Los resultados con 2 horas de
incubacién fueron suficientes y adecuados para nuestras condiciones

experimentales.

Las figuras 8, 9, 10 y 11 muestran los diferentes experimentos
realizados con 500, 1000 y 2000 células tras incubacién de la muestra con
anticuerpo durante 45 o 90 minutos, y con dos concentraciones diferentes

de FCS (5 % y 10 %)
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Figura 8

Experimento prueba 2 H BrdU
45 min Incubacion AC

5% FCS

S 0,6
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< 0,2 1
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D 0

OH 24H 72H 120H

—&— 500 células 0,18 0,25 0,392 0,49
—— 1000 células 0,26 0,37 0,411 0,46
—A— 2000 células 0,42 0,57 0,363

Tiempo

—4— 500 células —l— 1000 células —&— 2000 células

Figura 8: Experimento de prueba con 500, 1000 y 2000 células, en el
que determinamos la sintesis de ADN en unidades de absorbancia (UA),
tras 45 minutos de incubacion con el anticuerpo y 2 horas con bromo-

deoxi-uridina, en un medio con 5% de suero fetal bovino.
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Figura 9

Experimento prueba 2 H BrdU
90 min incubacién AC

5% FCS
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D OH 24H 72H 120H
—&— 500 células 0,18 0,27 0,564 0,68
—l- 1000 células 0,31 0,4 0,593 0,7
—A— 2000 células 0,50 0,59 0,578

Tiempo

—&— 500 células —— 1000 células —&— 2000 células

Figura 9: Experimento de prueba con 500, 1000 y 2000 células, en el
gue determinamos la sintesis de ADN en unidades de absorbancia (UA),
tras 90 minutos de incubacion con el anticuerpo y 2 horas con bromo-

deoxi-uridina, en un medio con 5% de suero fetal bovino.
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Figura 10

Experimento prueba 2H BrdU
45 min incubacion AC

10% FCS
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—— 1000 células 0,26 0,4 0,45 0,51
—&— 2000 células 0,42 0,57 0,344

Tiempo
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Figura 10: Experimento de prueba con 500, 1000 y 2000 células, en el
que determinamos la sintesis de ADN en unidades de absorbancia (UA),
tras 45 minutos de incubacion con el anticuerpo y 2 horas con bromo-

deoxi-uridina, en un medio con 10% de suero fetal bovino.
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U.A. (450nm-630nm

Figura 11

Experimento prueba 2 H BrdU
90 min incubacién AC

10% FCS

1,0

0,5 A

0,0

OH 24H 72H 120H
—o— 500 células 0,18 0,33 0,577 0,65
—m— 1000 células 0,31 0,43 0,519 0,61
—4A— 2000 células 0,50 0,60 0,495
Tiempo

——500 células —m— 1000 células —a— 2000 células

Figura 11: Experimento de prueba con 500, 1000 y 2000 células, en el
que determinamos la sintesis de ADN en unidades de absorbancia (UA),
tras 90 minutos de incubacion con el anticuerpo y 2 horas con bromo-

deoxi-uridina, en un medio con 10% de suero fetal bovino.
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Para los experimentos se utilizaron células LNCaP (500 / pocillo),
que se cultivaron en placas de 96 pocillos, a los que se afadieron los
diferentes nutrientes disueltos en DMSO (concentracién final DMSO <
0.01%) o etanol (concentracion final de etanol < 0.1%), incubandose
durante 24, 48, 72 y 96 horas. Se realizaron cambios del medio

condicionado cada 24 horas.

Los nutrientes utilizados en el estudio fueron 4 flavonoides:
quercetina, morina y rutina (de la familia de los flavonoles), acido galico
(un hidroxibenzoato) y acido tanico (un tanino), todos ellos presentes en
el vino. Las concentraciones usadas para el acido galico, acido tanico y

quercetina fueron 1, 5y 10 uM; y las de rutina y morina 25, 50 y 75 uM.
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4. PROLIFERACION CELULAR

La proliferacion celular se estudio a las 24, 48, 72 y 96 horas. Para
ello, se utiliz6 un inmunoensayo colorimétrico (Cell Proliferation ELISA
BrdU - Roche). Este método, de una gran rapidez y sensibilidad, se basa
en la cuantificacion de la incorporacion de BrdU al ADN de células
proliferantes en lugar de la timidina. Una vez incubadas las células con
BrdU, se fijan y se afiade el anticuerpo anti-BrdU-POD, que lleva unido la
enzima peroxidasa (POD), el cual se unira a la BrdU incorporada al ADN
de las células. EI complejo inmune formado sera detectado tras el aporte
del sustrato TMB, que sera degradado por la POD generandose un
compuesto coloreado (figura 12). Este producto de reaccidon sera
cuantificado a 450 nm en un espectrofotbmetro (ELISA-Bio-Tek
Instruments, Winooski, USA). La intensidad en la coloracion y, por tanto,
los valores de absorbancia se correlacionan directamente con la sintesis de
ADN y en consecuencia con el niumero de células proliferantes en cada
una de las condiciones a estudio. El experimento se repitid tres veces
(como en todos los apartados de la fase de determinaciones) halldndose la

media de los tres (+ desviacion estdndar) como resultado final.
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Figura 12
1. Incorporaciori de BrdU al ADN 2. Fijacion y desnaturalizacion del ADN
(2 h,37°C) (30 min, TA)
FixDenat
3. Aiadir anti-BrdU-POD vy 4. Afadir sustrato TMB (*) e
lavar con solucion de lavado incubar (10 min, TA)

(90 min, TA)

T™MB

Fig. 12: Protocolo de cuantificacion de la proliferacion celular
mediante la incorporacion de BrdU a la sintesis “de novo” del ADN
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5. APOPTOSIS

Para la evaluacion de la apoptosis, se utilizé un kit de deteccion de
muerte celular por ELISA (Cell Death Detection ELISAPLUS, Roche) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ensayo consiste en el
reconocimiento de los mono u oligonucleosomas generados tras un
proceso apoptotico. Se utilizd un inmunoensayo fotométrico para la
determinacion cualitativa y cuantitativa de fragmentos de ADN - histonas
liberados al citoplasma tras inducir muerte celular. El ensayo utiliza dos
anticuerpos monoclonales dirigidos contra el ADN y las histonas. El anti-
histona-biotina se une a las histonas de los nucleosomas y captura
simultdneamente el inmunocomplejo al pocillo de la microplaca que esta
revestido de estreptavidina, la cual es reconocida por la biotina.
Adicionalmente, el anti-ADN-POD reacciona con el componente ADN de los
nucleosomas y tras afadir el sustrato ATBS, que es degradado por la
peroxidasa (POD) se genera un producto coloreado que se cuantifico en
un espectrofotometro (ELISA-Bio-Tek Instruments, Winooski, USA) a
[A450 nm-A490 nm] (figura 13). Los resultados se expresan como un
factor de enriquecimiento (EF) en mono y oligonucleosomas, el cual
resultara del cociente entre la absorbancia de la muestra (células tratadas

con los nutrientes) y la absorbancia del control (células no tratadas);
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cuanto mayor el factor de enriquecimiento, mayor el grado de muerte

celular. El experimento se llevé a cabo por triplicado.

Las determinaciones de apoptosis se realizaron a las 24, 48 y 72

horas con los nutrientes y a las concentraciones en las que produjo una

inhibicion de la proliferacion celular estadisticamente significativa.
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Mono y oligonucleosomas

A

Anti-histona biotinilado

-

Anti-ADN-POD

"

Solucion ABTS

d)

Figura 13. Inmunoensayo para la determinacion cuantitativa y
cualitativa “/n vitro” de muerte celular. POD: peroxidasa; ABTS:
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6. DISENO Y TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

6.1. EL ANALISIS DE LA VARIANZA PARA UN UNICO FACTOR

6.1.1. COMPARACIONES POST HOC (O A POSTERIORI)

En ocasiones encontramos diferencias no esperadas en nuestros
experimentos. Una comparacion entre una condicién basal (el grupo control,
en este estudio) y otras condiciones (las que se dan en la adicién activa de
cada tipo de nutriente) con frecuencia da lugar a dos niveles de interés: el
que es producto de la comparacion de todas y cada una de las condiciones
activas frente al control, y, en caso de deteccion de diferencias, los resultados
de las comparaciones de todas los condiciones activas entre si. Estas
comparaciones (no previstas inicialmente) se describen como comparaciones
post-hoc o a posteriori, y tienen lugar una vez que el primer analisis ha
rechazado la hipétesis nula (y, por tanto, las comparaciones previstas a
priori). Existen varias pruebas denominadas post hoc (o a posteriori) basadas
explicitamente en la asuncion de que hemos elegido las medias mas
extremas de nuestra muestra (las mas diferentes). Estas pruebas post hoc

aplican correcciones que han sido disefladas para destacar la ventaja de la
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seleccidn “post hoc” en las comparaciones mas extremas. Las comparaciones
a posteriori deben ser consideradas como un rastreo de datos y, en
consecuencia, dotadas de un categoria inferior a la de las comparaciones
previstas a priori. En este estudio, para las comparaciones a posteriori 0 post-
hoc, se utilizaron la correcciébn de Bonferroni y el método de Scheffé. La
correccion de Bonferroni convierte el error tipo | (el valor de p) en mas
severo (menor de 0,05) como medio de penalizar un excesivo numero de
comparaciones. Utilizando la media de los cuadrados, el método de Scheffé
lleva a cabo comparaciones apareadas (dos a dos) para todas las posibles
comparaciones de medias. De modo similar a la correccion de Bonferroni,
Scheffé penaliza las multiples comparaciones en las cuales un vinculo entre
variables puede aparecer como significativo como consecuencia del simple

azar.

6.1.2. ASUNCIONES DE ANOVA

El empleo de este test estadistico obliga a realizar algunas asunciones:
la variable dependiente se mide a nivel de una escala de intervalo, y debe
distribuirse de modo normal o “gaussiano” en cada una de las poblaciones

bajo estudio. EIl ANOVA asume que las varianzas en los diferentes grupos del
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disefio son idénticas; esta asuncion se denomina homogenicidad de las
varianzas (u homoescedasticidad). Debe tenerse presente que el error de la
varianza se calcula sumando los cuadrados dentro de cada grupo. Si las
varianzas en los dos grupos son diferentes, sumarlas resulta inapropiado y no
proporciona una estimacion de la varianza comun intragrupal. ¢(Por qué,
entonces, el nombre de analisis de la varianza si lo que se compara son
medias? El nombre se deriva del hecho de que para probar la significacion
estadistica entre medias, realmente lo que se compara son varianzas. En el
corazon del ANOVA se encuentra el hecho de que las varianzas pueden ser
divididas. Hay que recordar que la varianza se computa como la suma de las
desviaciones cuadraticas de la media total dividida por n-1 (numero de
muestras menos uno). Asi, dado un nimero de muestras n, la varianza es
una funcién de las sumas de sus cuadrados (de las desviaciones con respecto

a la media, en realidad). Por ejemplo (tabla 3):
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Tabla 3
Grupo 1l | Grupo 2

Observacion 1 2 6
Observacion 2 3 7
Observacion 3 1 5
Media de la suma de cuadrados (SC) 2 6
2 2

Media total 4

Total SC 28
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Las medias de los grupos 1 y 2 son bastante diferentes (2 y 6,
respectivamente). Las sumas de los cuadrados dentro de cada grupo son
iguales a 2. Si las sumamos, obtenemos 4. Si repetimos estos calculos
ignorando el grupo al que pertenecen, esto es, si computamos la SC total
basandonos en la media total (4), obtenemos un resultado de 28. En otras
palabras, el célculo de la varianza (SC) basado en la variabilidad dentro de
cada grupo proporciona una estimacion muy inferior a la que se obtiene
cuando se calcula en base a la variabilidad total / media total. En el ejemplo
gue nos ocupa, la razén para estas diferencias reside en la gran diferencia de
medias en la SC. Si llevaramos a cabo un ANOVA de los datos que aparecen

en la tabla 4, obtendriamos el siguiente resultado.

En la tabla 6 y la SC total (28) se divide entre la SC debida a la

variabilidad dentro del grupo (2+2=4) y la variabilidad debida a diferencias

entre las medias (28-(2+2)=24).
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Tabla 4

EFECTO PRINCIPAL

SC gl MEDIA CUADRATICA F p
Efecto | 24,0 1 24,0 24,0 0,008
Error 4.0 4 1,0

La variabilidad intragrupal (SC) es conocida como varianza del error.
Este término denota el hecho de que no podemos explicar de modo sencillo
su dimensién con el disefio del que disponemos. Sin embargo, el efecto SC si
podemos explicarlo: se debe a las diferencias en las medias entre grupos.
Dicho de otro modo, la pertenencia a un grupo u otro explica la variabilidad

porque sabemos que obedece a las diferencias en las medias.

Muchas pruebas estadisticas representan la proporcion de variabilidad
explicada y no explicada. EI ANOVA es un buen ejemplo de lo anterior. El

proposito del ANOVA es probar si las diferencias en las medias de grupos o
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variables obedecen al azar o no. Esto se consigue analizando la varianza, esto
es, dividiendo la varianza total en el componente que obedece al verdadero
error aleatorio (estos es, la SC intragrupal) y en los componentes que son
producto de las diferencia entre medias. Se estudia si existe significacion
estadistica en las diferencias de las varianzas de los componentes de este
altimo tipo de varianza vy, si resulta significativa, se rechaza la hipétesis nula
de no diferencia entre las medias y aceptamos la hipétesis alternativa de que

las medias (en la poblacion) son diferentes.

El ANOVA posee una ventaja sobre las pruebas de la t de Student:
permite detectar los efectos de la interaccion entre variables; dos variables
interactian entre si cuando el efecto de una de ellas se modifica por el efecto

de la otra.

6.1.2.1. EFECTO DE LAS VIOLACION DE LAS ASUNCIONES

El estadistico F (el caracteristico del ANOVA) es muy robusto (fiable)
frente a las violaciones de las anteriores asunciones. Sin embargo, una
situacion en la que el estadistico F puede resultar equivoco, es la que se da

cuando las medias se correlacionan con las varianzas a través de las celdas
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del disefio. Una representacion grafica de las varianzas o de las desviaciones
estandar mediante una nube de puntos detectara esas correlaciones. La
razon por la cual este tipo de violacidn es peligrosa es la siguiente: Imaginese
que tenemos 8 casillas en el disefio, siete de las cuales contienen medias
iguales, y una, una media muy superior. El estadistico F puede sugerir un
efecto estadisticamente significativo. Sin embargo, supdngase que también
existe una varianza mucho mayor en la celda con la media més elevada, esto
es, las medias y las varianzas se correlacionan a través de las celdas (cuanto
mayor sea la media, mayor la varianza). En este caso, la elevada media en
una celda es en realidad bastante poco fiable, como indica la gran varianza.
No obstante, dado que el estadistico F global se basa en una estimacion
agregada de la varianza intra-celdas, esa media tan alta se identifica como
significativamente diferente de las demas, cuando de hecho no es en
absoluto diferente si la varianza intra-celdas fuera estimada a través de una
Gnica celda. Este patron, una media alta y una varianza elevada en una unica
celda, ocurre con frecuencia cuando existen “outliers” (casos muy extremaos)
presentes en los datos. Uno o dos casos extremos en una celda con so6lo 10
casos pueden sesgar notablemente la media, e incrementaran

draméaticamente la varianza.
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6.2. JUSTIFICACION PARA LA ELECCION DE LOS TEST ESTADISTICOS

Como primera medida, se explord la distribucion de las variables
proliferacion y apoptosis: en concreto, se determind si ambas variables
exhibian una distribucién normal. En este sentido, el test de Kolmogorov-
Smirnov para una muestra compara la funcion de distribucién acumulada
para una determinada variable con una distribucion tedrica bien especificada,
que puede ser normal, uniforme, de Poisson, o exponencial. El estadistico Z
de Kolmogorov-Smirnov se obtiene a partir de la mayor diferencia (en valor
absoluto) entre las funciones de distribucion acumulada tedrica y observada.
Este test de bondad de ajuste prueba si las observaciones podrian
razonablemente haber tenido su origen en una distribucion especifica. El
paquete estadistico empleado para este analisis (SPSS version 8.0) posibilita
seleccionar explicitamente el tipo de distribucion que se desea probar.
Adicionalmente, permite establecer a priori el rigor del test (asumiendo
Gnicamente asintotismo, permitiendo la aplicacion de los experimentos de

Monte Carlo o asumiendo exactitud).

En este estudio se asumio sélo asintotismo en base al elevado nimero

de observaciones.
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Como resultado de ese andlisis resultdé evidente (p<0,0001) que la
distribucion de la proliferacion celular siguié una distribucién no gaussiana.
Por el contrario, la apoptosis observé una distribucidbn normal (test de

Kolmogorov-Smirnov no significativo).

Tabla 5
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
UNIDADES
ABSORBANCIA
N 576
Normal ParametersaP  Mean ,19808
Std. Deviation ,16491
Most Extreme Absolute ,138
Differences Positive ,138
Negative -,131
Kolmogorov-Smirnov Z 3,304
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.

Tabla 5: Kolmogorov- Smirnov aplicado a los datos de proliferacion,

objetivando una distribucion no normal
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Con esa evidencia, y aplicando le teorema central del limite, y

teniendo presentes las evidencias obtenidas tras los experimentos de Monte

Carlo, se optd por el andlisis de la varianza (ANOVA) unifactorial como test

para el analisis de las variables proliferacion y apoptosis.

Tabla 6

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

UNIDADES
ABSORBANCIA
N 101
Normal Parametersab  Mean 1.3730346
Std. Deviation 7384443
Most Extreme Absolute ,120
Differences Positive 120
Negative -,078
Kolmogorov-Smirnov Z 1,206
Asymp. Sig. (2-tailed) ,109

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Tabla 6: Kolmogorov-Smirnov aplicado a los datos de apoptosis, objetivando

una distribucién normal.
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RESULTADOS

No obtuvimos diferencias en términos de proliferacion en presencia
0 ausencia de dihidrotestosterona (DHT). Analizando el medio de cultivo
FCS obtuvimos una concentracion de testosterona total de 4 ng / dI; esta
concentracion explicaria por qué no se producen modificaciones en la
proliferacion celular, a pesar de que las células LNCaP sean andrdgeno-

sensibles.

A. Proliferacion

Obtuvimos una inhibicion significativa de la proliferacion celular a
las 24 horas de incubacion con rutina (50 uM y 75 uM), morina (75 uM),
acido tanico (10 puM) y éacido gélico (10 pM). Los resultados se expresan

en la tabla 7.
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Tabla 7

NUTRIENTE DOSIS ABSORBANCIA p

(uM) (U.A)
Control 0.068
Quercetina 1 0.089 0.102
Quercetina 5 0.07 0.883
Quercetina 10 0.059 0.370
Rutina 25 0.537 0.312
Rutina 50 0.04 0.01
Rutina 75 0.034 0.005
Morina 25 0.051 0.204
Morina 50 0.053 0.273
Morina 75 0.038 0.024
Acido Galico 1 0.066 0.838
Acido Galico 5 0.059 0.429
Acido Galico 10 0.041 0.012
Acido Tanico 1 0.067 0.936
Acido Tanico 5 0.04 0.528
Acido Tanico 10 0.036 0.005

Tabla 7.- Inhibicibn de la proliferacion celular a las 24 horas. La
intensidad en la coloracion y, por tanto, los valores de absorbancia se
correlacionan directamente con la sintesis de ADN y, en consecuencia, con
el niumero de células proliferantes en cada uno de las condiciones a

estudio. P: En negrita valores estadisticamente significativos.

84



RESULTADOS

A las 48 horas obtuvimos inhibicion significativa del crecimiento
celular con rutina 75 pM, morina 50 puM, y acidos ténico y gélico a 10 pM.

Los resultados se representan en la tabla 8.

Tabla 8

NUTRIENTE DOSIS ABSORBANCIA p

(uM) (U.A)
Control 0.151
Quercetina 1 0.155 0.09
Quercetina 5 0.109 0.14
Quercetina 10 0.104 0.09
Rutina 25 0.095 0.08
Rutina 50 0.090 0.07
Rutina 75 0.073 0.011
Morina 25 0.138 0.10
Morina 50 0.113 0.018
Morina 75 0.103 0.062
Acido Galico 1 0.154 0.942
Acido Galico 5 0.107 0.146
Acido Galico 10 0.078 0.009
Acido Tanico 1 0.135 0.589
Acido Tanico 5 0.097 0.067
Acido Tanico 10 0.058 0.002

Tabla 8.- Inhibicion de la proliferacién celular a las 48 horas. La
intensidad en la coloracién y, por tanto, los valores de absorbancia se
correlacionan directamente con la sintesis de ADN y, en consecuencia, con
el niumero de células proliferantes en cada uno de las condiciones a

estudio. P: En negrita valores estadisticamente significativos.
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Inhibicion significativa de la proliferacion también se obtuvo a las
72 horas con quercetina (10 pM), rutina (75 uM), acido tanico (5 pM), y
acido galico (10 uM). Tabla 9.

Tabla 9

NUTRIENTE DOSIS ABSORBANCIA p

(M) (U.A)
Control 0.333
Quercetina 1 0.347 0.825
Quercetina 5 0.260 0.64
Quercetina 10 0.200 0.037
Rutina 25 0.241 0.137
Rutina 50 0.281 0.10
Rutina 75 0.173 0.016
Morina 25 0.350 0.79
Morina 50 0.242 0.11
Morina 75 0.226 0.059
Acido Galico 1 0.349 0.817
Acido Galico 5 0.222 0.10
Acido Galico 10 0.110 0.001
Acido Tanico 1 0.326 0.916
Acido Tanico 5 0.180 0.023
Acido Tanico 10 0.090 0.001
Tabla 9.- Inhibicibn de la proliferacién celular a las 72 horas. La

intensidad en la coloracién y, por tanto, los valores de absorbancia se
correlacionan directamente con la sintesis de ADN y, en consecuencia, con
el niumero de células proliferantes en cada uno de las condiciones a

estudio. P: En negrita valores estadisticamente significativos.
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A las 96 horas diferencias significativas se observaron con
guercetina (5 M y 10 puM), rutina (50 uM y 75 pM), morina (50 uM y 75
1UM), acidos tanico y galico (5 uM y 10 uM). Tabla 10.

Tabla 10

NUTRIENTE DOSIS ABSORBANCIA p

(M) (U.A)
Control 0.554
Quercetina 1 0.534 0.555
Quercetina 5 0.445 0.01
Quercetina 10 0.357 0.001
Rutina 25 0.421 0.01
Rutina 50 0.344 0.001
Rutina 75 0.250 0.001
Morina 25 0.501 0.17
Morina 50 0.359 0.001
Morina 75 0.312 0.001
Acido Galico 1 0.054 0.18
Acido Galico 5 0.373 0.001
Acido Galico 10 0.178 0.001
Acido Tanico 1 0.548 0.85
Acido Tanico 5 0.269 0.001
Acido Tanico 10 0.127 0.001
Tabla 10.- Inhibicibn de la proliferacion celular a las 96 horas. La

intensidad en la coloracién y, por tanto, los valores de absorbancia se
correlacionan directamente con la sintesis de ADN y, en consecuencia, con
namero de células proliferantes en cada uno de las condiciones a estudio.

P: En negrita valores estadisticamente significativos.
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Representamos la inhibicion de la proliferacion de las células LNCaP
inducida por los polifenoles a lo largo de las 96 horas del experimento con

las diferentes dosis de cada nutriente en las figuras 14, 15y 16.

Figura 14
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Figura: 14. Efecto de rutina 25 uM, morina 25 uM, quercetina 1uM,
acidos galico 1uM y tanico 1 uM sobre la proliferacion de células LNCaP in
vitro comparado con control a las 24, 48, 72 y 96 horas. La absorbancia
(U.A)) expresa la sintesis de ADN (una forma directa de establecer la
proliferacion celular). Los resultados se obtuvieron de la media de tres

experimentos diferentes.
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Figura 15
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Figura: 15. Efecto de rutina 50 uM, morina 50 uM, quercetina 5uM,
acidos galico 5uM vy tanico 5 uM sobre la proliferacion de células LNCaP in
vitro comparado con control a las 24, 48, 72 y 96 horas. La absorbancia
(U.A)) expresa la sintesis de ADN (una forma directa de establecer la
proliferacion celular). Los resultados se obtuvieron de la media de tres

experimentos diferentes.
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Figura 16
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Figura: 16. Efecto de rutina 75 uM, morina 75 uM, quercetina 10 uM,
acidos gélico 10 uM y tanico 10 uM sobre la proliferacion de células
LNCaP in vitro comparado con control a las 24, 48, 72 y 96 horas. La
absorbancia (U.A.) expresa la sintesis de ADN (una forma directa de
establecer la proliferacién celular). Los resultados se obtuvieron de la

media de tres experimentos diferentes.
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A continuacion representamos la inhibicion en proliferacion celular durante

las 96 horas de incubacién, producida por cada nutriente.

Figura 17

EFECTO DE LA QUERCETINA SOBRE LA
PROLIFERACION DE CELULAS LnCap
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Figura 17. Inhibicién de la proliferacion inducida por quercetina tras 96
horas de incubacién. La sintesis de ADN se representa en unidades de
absorbancia (U.A). Significacién estadistica: *** probabilidad de una
diferencia < 0.001 con el control. Q 1:M: quercetina 1:M, Q 5:M:

quercetina 5:M, y Q 10:M: quercetina 10:M.
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Figura 18

EFECTO DE LA MORINA SOBRE LA
PROLIFERACION DE CELULAS LnCap
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Figura 18. Inhibicién de la proliferacién inducida por morina tras 96
horas de incubacion. La sintesis de ADN se representa en unidades de
absorbancia (U.A). Significacion estadistica: ** probabilitdad de una
diferencia < 0.01 con el control.*** probabilidad de una diferencia <
0.001 con el control. M 25:M: morina 25:M, M 50:M: morina 50:M, y M

75:M: morina 75:M
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Figura 19

EFECTO DEL AC. GALICO SOBRE LA
PROLIFERACION DE CELULAS LnCap

o
»
J

o
(&)
|

o
~
|

**

U.A. (450-630nm)
o
w

o
N
|
*
%
*

o
=
|

**
**

OH 24H 48H 72H 96H

—e—Control ——G 1yM —A— G 5uM —%—G 10uM

Figura 19. Inhibicion de la proliferacion inducida por &cido galico tras 96
horas de incubacion. La sintesis de ADN se representa en unidades de
absorbancia (U.A). Significacion estadistica: ** probabilitdad de una
diferencia < 0.01 con el control. *** probabilidad de una diferencia <
0.001 con el control. G 1:M: acido galico 1:M, G 5:M: &cido galico 5:M, y G

10:M: &cido gélico 10:M
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Figura 20
EFECTO DEL AC. TANICO SOBRE LA
PROLIFERACION DE CELULAS LnCap
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Figura 20. Inhibicién de la proliferacion inducida por acido tanico tras 96
horas de incubacion. La sintesis de ADN se representa en unidades de
absorbancia (U.A). Significacién estadistica: *** probabilidad de una
diferencia < 0.001 con el control. T 1:M: &cido tanico 1:M, T 5:M: &cido

tanico 5:M, y T 10:M: acido Tanico 10:M.
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Figura 21

EFECTO DE LA RUTINA SOBRE LA
PROLIFERACION DE CELULAS LnCap
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Figura 21. Inhibicion de la proliferacion inducida por rutina tras 96 horas
de incubacidon. La sintesis de ADN se representa en unidades de
absorbancia (U.A). Significacion estadistica: ** probabilitdad de una
diferencia < 0.01 con el control. *** probabilidad de una diferencia <
0.001 con el control. R 1:M: rutina 1:M, R 5:M: rutina 5:M, y R 10:M: rutina

10:M.
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Figura 22

Figura 22: Células LnCap en medio de cultivo RPMI-1640 con 5% FCS.
Aspecto de las placas de cultivo tras 24 horas de incubacion con Acido

Téanico 10uM. Microscopia éptica 20x.
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Figura 23

Figura 23: Células LnCap en medio de cultivo RPMI-1640 con 5% FCS.
Aspecto de las placas de cultivo tras 48 horas de incubacion con Acido

Téanico 10uM; Microscopia Optica 20x.
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Figura 24

Figura 24: - Células LnCap en medio de cultivo RPMI-1640 con 5% FCS.
Aspecto de las placas de cultivo tras 96 horas de incubacion con Acido

Téanico 10uM; Microscopia Optica 20x.
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B. Apoptosis

A las 24 horas no se produjo induccion significativa de apoptosis
con ningun nutriente utilizando las dosis que producian inhibicion
significativa de la proliferacion. A partir de las 48 horas de incubacion
indices apoptoticos significativamente mas altos (p<0.01) se obtuvieron
en presencia de acido gélico 5y 10 uM, tanico 5y 10 uM, y rutina 75 uM,
(p<0.05 comparados con el control). Este efecto se mantuvo durante las
primeras 72 horas. El efecto de la morina 75 uM, aunque significativo
(p<0.01), solo aparecié a las 72 horas. Inversamente, quercetina 5y 10
UM indujeron apoptosis significativa (p<0.05) durante las primeras 48
horas comparada con el control. Tablas 11, 12 y 13 muestran los
resultados de induccién apoptdética. Los resultados se expresan como un
factor de enriquecimiento (EF), en mono y oligonucleosomas, el cual
resultara del cociente entre la absorbancia de la muestra (células tratadas
con los nutrientes) y la absorbancia del control (células no tratadas),
cuanto mayor sea el factor de enriquecimiento, mayor sera el grado de

muerte celular.
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Tabla 11
Nutriente Dosis Absorbancia p Factor de
(uM) (U.A) enriguecimiento

Control 0.585 1
Quercetina 5 0.614 0.60 1.13
Quercetina 10 0.563 0.214 0.96
Rutina 50 0.524 0.297 0.89
Rutina 75 0.518 0.211 0.89
Morina 50 0.563 0.547 0.96
Morina 75 0.552 0.139 0.94
Acido tanico 5 0.600 0.198 1.03
Acido tanico 10 0.655 0.142 1.11
Acido gélico 5 0.580 0.093 0.99
Acido gélico 10 0.536 0.279 0.91

Tabla 11.- U.A.: media de absorbancia de nueve experimentos. P:
Significancia comparada con el control a las 24 horas. Factor de
enriguecimiento: enriquecimiento en oligo y mononucleosomaes
liberados al citoplasma a las 24 horas. Control actua como estandar con

un valor de 1.
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Tabla 12
Nutriente Dosis Absorbancia P Factor de
(uM) (U.A) enriguecimiento

Control 0.595 1
Quercetina 5 0.879 < 0.05 2.3
Quercetina 10 0.995 <0.01 2.8
Rutina 50 1.00 <0.05 1.4
Rutina 75 1.099 0.39 15
Morina 50 0.888 0.25 1.3
Morina 75 1.050 0.11 1.3
Acido tanico 5 0.693 <0.01 2.8
Acido tanico 10 0.707 <0.01 3.3
Acido galico 5 0.652 <0.001 2.3
Acido gélico 10 0.651 <0.001 3.1

Tabla 12.- U.A.: media de absorbancia de nueve experimentos. P:
Significancia comparada con el control a las 48 horas, en negrita los
valores estadisticamente significativos. Factor de enriquecimiento:
enriquecimiento en oligo y mononucleosomaes liberados al citoplasma a

las 48 horas. Control actia como estandar con un valor de 1.
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Tabla 13

Nutriente Dosis Absorbancia P Factor de

(uM) (U.A) enriguecimiento
Control 1.48
Quercetina 5uM 1.51 0.80 1
Quercetina 10 uM 1.40 0.48 0.9
Rutina 50 uM 2.01 <0.05 1.6
Rutina 75 uM 2.83 <0.05 1.3
Morina 50 uM 2.80 0.88 1
Morina 75 uM 2.53 <0.01 1.5
Acido tanico 5 uM 2.21 <0.01 1.5
Acido tanico 10 uM 1.84 <0.001 2.2
Acido galico 5 uM 1.47 <0.001 2.1
Acido galico 10 uM 2.11 <0.001 1.9

Tabla 16.- U.A.: media de absorbancia de nueve experimentos. P:
Significancia comparada con el control a las 24 horas, en negrita los
valores estadisticamente significativos. Factor de enriquecimiento:
enriquecimiento en oligo y mononucleosomas liberados al citoplasma a las

72 horas. Control actua como estandar con un valor de 1.
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Las figuras 25, 26 y 27 representan ANOVAS de la induccién apoptotica

mediada por los polifenoles en relacion al control.

Figura 25

INDUCCION DE APOPTOSIS A 24 H
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Figura 25. ANOVA de la induccién apoptotica por acido gélico (5 y
10uM), morina (50 y 75 uM), quercetina (5 y 10 uM), rutina (50 y 75 uM)
y &cido tanico (5 y 10 uM), comparada con el control tras 24 horas de
incubacion. La linea vertical representa la media de los 9 resultados del

control.
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Figura 26
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Figura 26. ANOVA de la induccion apoptoética por acido galico (5 vy
10uM), morina (50 y 75 uM), quercetina (5 y 10 uM), rutina (50 y 75 uM)
y acido tanico (5 y 10 uM), comparada con el control tras 48 horas de
incubacion. La linea vertical representa la media de los 9 resultados del

control.
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Figura 27

INDUCCION DE APOPTOSIS A 72 H
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Figura 27. ANOVA de la induccién apoptotica por acido gélico (5 vy
10uM), morina (50 y 75 uM), quercetina (5 y 10 uM), rutina (50 y 75 uM)
y &cido tanico (5 y 10 uM), comparada con el control tras 72 horas de
incubaién. La linea vertical representa la media de los 9 resultados del

control.
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Las figuras 28, 29 y 30 son fotos de microscopia Optica a 20 aumentos, en
las que observamos la diferente densidad celular tras la induccién

apoptotica por &cido gélico a concentracion de 10 uM a las 48 y 72 horas.

Figura 28

Figura 28: Células LnCap en medio de cultivo RPMI-1640 con 5% FCS.

Aspecto de las placas de cultivo a las 24 horas de la siembra; Microscopia

Optica 20x.
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Figura 29

Figura 29: Ceélulas LnCap en medio de cultivo RPMI-1640 con 5% FCS.
Aspecto de las placas de cultivo a las 48 horas de la siembra, tras

incubacion con acido galico 10 uM; Microscopia 6ptica 20x.
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Figura 30

Figura 30: - Células LnCap en medio de cultivo RPMI-1640 con 5% FCS.
Aspecto de las placas de cultivo a las 72 horas de la siembra, tras

incubacion con &cido galico 10 uM; Microscopia éptica 20x.

108



DISCUSION




DISCUSION

1. ASPECTOS GENERALES

El CP es una de las patologias mas importantes en nuestros dias y
se estima que en los préximos 5 o 10 afios sera la primera causa de
muerte por cancer en los Estados Unidos y en otros paises desarrollados

[117]

La induccion del cancer parece que ser un proceso multiescalonado,
e incluye las fases de iniciacién y promocion. La mayoria de los canceres
presentan un periodo de latencia entre 10 y 20 afios, proporcionandonos

la posibilidad de actuar contra ellos con medidas preventivas.

Las caracteristicas del CP -alta prevalencia, larga latencia,

“screening” deficiente y, mortalidad y morbilidad significativas-, lo

convierten en un buen candidato para la quimioprevencién [16].
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2. QUIMIOPREVENCION

Una interesante forma para luchar contra el cancer, radica en la

posibilidad de quimioprevencion.

La quimioprevencion persigue reducir la probabilidad de desarrollar
una enfermedad, administrando una sustancia determinada a individuos

sanos [12].

La quimioprevencién cuando se trata de prevenir una enfermedad
tumoral, consiste en la prevencion o prolongacion del comienzo de la
carcinogénesis, utilizando agentes para prevenir, suprimir o revertir la

transformacion maligna.

Los agentes quimiopreventivos se pueden clasificar como
bloqueantes o supresores. Los agentes bloqueantes se cree que actlan
previniendo el efecto inicial de los agentes carcinogénicos bloqueando su
interaccion con los receptores diana. Los agentes supresores, sin
embargo, parecen suprimir la evolucién y propagacién de un proceso

neoplasico ya inducido [118].

111



DISCUSION

Las diferencias entre quimioprevencion y quimioterapia son claras:

A.- La quimioprevencién actia sobre la carcinogénesis,
encontrandose los mecanismos de control celular intactos y, estableciendo
unos objetivos mas definidos, que cuando se trata de prevenir el

desarrollo de la enfermedad invasiva [16].

La quimioprevencion es a largo plazo incluso, en ocasiones, a lo
largo de toda la vida. Por esta razon, los agentes que se utilicen deben

tener minima toxicidad.

B.- La quimioterapia se administra en cortos periodos de tiempo,
0 en ciclos establecidos y controlados por el médico, para asi poder
detectar precozmente los efectos secundarios y tratarlos rapidamente

[16].

La utilizacion de micronutrientes para la quimioprevencion del
cancer, se basa en evidencias de epidemiologia humana, resultados de
algunos ensayos clinicos, y estudios de modelos animales de

carcinogénesis [57].
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Algunos agentes quimiopreventivos que han sido o estan siendo

estudiados actualmente, asi como los mecanismos a través de los cuales

actuarian, se resumen en la tabla 14.

Tabla 14

MECANISMO QUIMIOPREVENTIVO

EJEMPLOS DE AGENTES CAUSANTES

Inhibidores esteroideos de 5a-reductasa

Finasteride

Retinoides

Acido 9-cis-retindico

RAMBA (Bloqueante del metabolismo del

Acido Retinoico)

Liarozole

Antiproliferativos

DFMO, analogos de la Dihidrotestosterona

Inductores de apoptosis

Alcohol perillyl y congéneres

Agentes sobre la diferenciacion

Analogos de la vitamina D

Antioxidantes

Vitamina E, selenio, licopenos.

Agentes estimuladores de GSH

Oltipraz

Antiestrdgenos Toremifene, tamoxifén, raloxifén, Serm-3
Antiandrégenos Leuprolide, flutamida

Inhibidores de la aromatasa Vorozole

Inhibidores de angiogénesis Linomide

Reguladores de la sefial de transduccién | Genisteina

Inhibidores de la 5-lipoxygenasa Zileuton

Antagonistas de receptor de leucotrienos | Zafirlukast

Anti-inflamatorios no esteroideos

Inhibidores de COX-2

Tabla 14: Factores de quimioprevencion y sus mecanismos de accion.
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El agente quimiopreventivo ideal, deberia ser eficaz, no-tdxico,
barato y facilmente disponible. Este puede formar parte de una dieta
modificada, o puede ser sintetizado. Los compuestos dietéticos tienen el
beneficio afadido de que con ellos hay gran experiencia, incluyendo
amplios estudios epidemioldgicos, los cuales ayudan a definir su seguridad

y eficacia en humanos [119].

El CP representa un blanco de primer orden para realizar estudios
de quimioprevencion por sus factores de riesgo conocidos, dependencia

hormonal y lesiones precursoras bien establecidas [56].

Algunos agentes presentan varios mecanismos de accién como
agentes quimiopreventivos como, por ejemplo, el selenio (que actia como
antioxidante, inductor de apoptosis, inhibidor del metabolismo de
aminoacidos, inmunoestimulante, etc.) o las isoflavonas de la soja
(inhibidores de angiogénesis, antiestrogénicos, antioxidantes, inductores
de apoptosis, inhibidores de la expresién de oncogenes, inhibidores de la

tiroxina kinasa, etc.) [59].

Por otro lado, con muchos paises en vias de desarrollo adoptando

el estilo de vida y los habitos dietéticos de los paises occidentales, la
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intervencion y la educacion pueden tener un gran efecto preventivo en la

incidencia mundial del cancer.

Numerosos datos apuntan a que las diferencias regionales en la
incidencia del cancer puedeb deberse a factores dietéticos. Esta teoria se
sustenta en los cambios observados en las tasas de incidencia en
inmigrantes que se desplazaron de areas con bajo riesgo a paises donde

el riesgo era mayor [61].

Esos cambios se confirmaron con los datos de inmigrantes chinos y
japoneses que emigraron a Hawai, o al territorio continental de los
Estados Unidos, en los cuales el riesgo de desarrollar CP o de mama
(previamente bajo) se incrementa hasta igualar al de la poblacion

autoctona en pocas generaciones [3].

Adlercreutz y colaboradores han establecido que algunos
componentes de las dietas mediterraneas y asiatica protegen contra el
desarrollo del CP, y que la carencia de estos compuestos en la dieta
occidental, constituiria un importante factor para el desarrollo de este

cancer [62].
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Los asiaticos tienen una incidencia claramente inferior de CP si la
comparamos con la de los occidentales. También los vegetarianos tienen
una incidencia menor de CP en comparacidon con personas con dieta libre.
Tanto los vegetarianos como los asiaticos tienen una dieta baja en grasa,
con alto contenido en fibra, la cual, a la vez, les proporciona un

importante suplemento de estrogenos débiles [3].

Los agentes quimiopreventivos se encuentran en multiples
ocasiones formando parte de las dietas habituales. Uno de los principales
componentes de la dieta mediterranea tradicional es vino. En nuestro
trabajo hemos pretendido analizar el factor protector de este como agente

quimiopreventivo contra el CP.

2.1. ELVINO

El vino ha estado presente en la alimentacion humana desde hace

mas de 6000 afios. Segun una cita de Omar Ibn Al Faridh (siglo XIII), “El

vino es algo limpido que no es agua, algo fluido que no es aire, es una luz

sin fuego y un espiritu sin cuerpo”.
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Pero, équé es el vino realmente? El vino es fundamentalmente una
solucion hidro-alcohdlica producto de la fermentacion del mosto de la uva.
Sin embargo, no es sélo agua (= 87%) y alcohol (= 10%), sino que
contiene mas de 500 compuestos diferentes: azlcares, acidos, glicerol,
polifenoles, aldehidos, vitaminas, etc. Los polifenoles estan presentes en
cantidades importantes en vinos tintos y, en menor, medida en los
blancos, y contribuyen en gran parte a las cualidades deseables del vino,
aunque no tienen valor nutritivo. Estos compuestos fendlicos pueden
provenir de la uva (pieles y semillas) y del raspon, ser producidos por el
metabolismo de las levaduras o extraidos de las cubas de madera y estar
libres o esterificados. Los polifenoles son estructuras quimicas con uno o
mas anillos fendlicos unidos entre si, con un numero variable de grupos
hidroxilo. Para lograr una mayor solubilidad, habitualmente estan
conjugados, con frecuencia, con residuos sacaridos, lipidicos o
carboxilicos. En funcion del pH, de la temperatura y de su grado de

oxidacion, se asociarian o disociarian entre si [103].
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Se conocen actualmente mas de 8000 polifenoles, y se clasifican en

dos grandes grupos:

1. No flavonoides.
l.a. Acidos fendlicos (benzoico, cindmico).

1.b. Estilbenos (resveratrol).

2. Flavonoides.

2.a. Flavonoles (quercetina y su derivado glucosilado, la rutina).

2.b. Antocianinas.

2.c.  Flavanoles (catequina y epicatequina).

2.d.  Flavonas (luteonina y apigenina).

2.e. Flavanonas (hesperidina).

2.f.  Proantocianidinas: oligdmeros de unidades de catequina
condensados.

2.g. Taninos: polimeros de unidades de catequina condensados.
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Las principales fuentes nutricionales de las diferentes familias de

flavonoides son:

e Flavonolas: cebollas, col rizada, brdcoli, manzanas, cerezas, té, y vino
tinto.

e Flavonas: perejil y tomillo.

e Flavanonas: citricos.

e Catequinas: manzanas y té.

e Antocianinas: cerezas y uvas.

e Isoflavonas: frijoles y legumbres.

En los vinos tintos los flavonoides constituyen normalmente mas
del 85% del contenido fendlico (> 1000 mg/l), mientras que en los vinos

blancos suele ser menos del 20% (< 50 mg/I). Tabla 15 [104].

En el vino tinto los taninos, se forman por la polimerizacion de las

antocianinas y de otros flavonoides, produciendo el caracteristico color y

sabor del vino [104].
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Tabla 15
Vino Vino
blanco tinto
No flavonoides
Acido gélico 7 95
Acido caftarico 50 60
Flavonoides
Antocianos - 300
Flavonoles Trazas 45
Flavanoles
Catequina 35 190
Epicatequina 20 80
Procianidina B1 6 80
Procianidina B4 1,5 50

Tabla 15. Diferentes concentraciones de algunos compuestos fendlicos

en el vino tinto y blanco (los valores representan el valor medio de los

valores obtenidos en diferentes vinos). Tomada de Cabanis et al (1998).

120



DISCUSION

Aun cuando existian referencias previas, el papel cardioprotector
del vino se popularizé a partir de la publicaciéon del grupo de Renaud de la
llamada “paradoja francesa”, por la cual se argumentaba que el moderado
consumo de vino tinto en aquel pais, era responsable de la baja
mortalidad cardiovascular a pesar de tener unos niveles de colesterol

similares a los americanos y con un consumo de grasas similar [105].

Estudios epidemioldgicos han demostrado que cuando enfrentamos
el consumo de alcohol con la mortalidad, se produce una curva en forma
de U. Un consumo nulo de alcohol se correlaciona con mayor mortalidad,
si lo comparamos con un bajo consumo, mientras que, a partir de un
consumo moderado (40 ml de etanol / dia), conforme aumenta la dosis de

alcohol aumenta la tasa de mortalidad [106].

El beneficio del alcohol sobre la mortalidad total ocurriria a dosis

aproximadas de 3 a 30 g / dia en las mujeres, y de 12 a 60 g/dia en los

varones. [107].

Incluso la OMS estima el limite del consumo saludable de alcohol

en, una cerveza o un vaso de vino al dia.
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Pero, écual seria el alcohol mas beneficioso? En un meta-analisis
llevado a cabo por la Escuela de Salud Publica de Harvard, se llega a la
conclusién, después de analizar 12 estudios comparativos internacionales,
10 estudios de cohortes y 3 estudios caso-control, de que, en la mayoria
de los estudios ecoldgicos, el vino demostraba ser superior a las otras
bebidas alcohdlicas, lo que no ocurria en los estudios de casos-controles,
ni en los estudios prospectivos, donde 4 encontraron mayor beneficio para
el consumo de vino, 4 para el consumo de cerveza y 4 para el consumo de

licores [108].

Renaud vy colaboradores realizaron un interesante estudio
epidemioldgico en el que evaluaron durante 12 afios la mortalidad por
enfermedades cardiovasculares, cancer y otras causas en 34.000 varones
entre 40 y 60 afos, cuyo consumo de vino representaba el 82% de las
bebidas alcohdlicas consumidas. La mortalidad por cancer sélo se redujo
de manera significativa (en un 20%) cuando el consumo de vino fue de 1
a 3 vasos al dia, mientras que por encima de este consumo el riesgo de

cancer aumentd [109].
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3. CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

3.1. LINEA CELULAR A ESTUDIO

En este trabajo hemos utilizado células de CP humano LNCaP. Esta
linea celular deriva originalmente de una metastasis supraclavicular de CP
humano. Por tanto las células a estudio tienen las mismas caracteristicas
que la mayoria de los CP clinicos, haciendo de esta linea celular la ideal

para cumplir los objetivos del presente proyecto.

La mayoria de los trabajos realizados sobre la modificacion de la
proliferacion celular y estudios de apoptosis mediante nutrientes, se han

realizado con la linea celular LNCaP [99, 120, 121].

3.2. ELECCION DE NUTRIENTES

Existen trabajos que relacionan la dieta mediterranea, rica en
legumbres, aceite de oliva, vino y vegetales, con una menor incidencia de
CP, si lo comparamos con la incidencia de esta enfermedad en los Estados

Unidos [100].
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Datos relativos a la incidencia de CP, muestran una importante
proteccion en Chinos y Japoneses, asi como en vegetarianos, con una
menor incidencia de este cancer que la poblacion general de paises
occidentales [101]. Los chinos y japoneses presentan niveles de

isoflavonoides altos en orina y plasma [91].

Muchas frutas, vegetales, granos, nueces, té y vino contienen

importantes cantidades de flavonoides [122].

El vino es uno de los principales componentes de la dieta
mediterranea y es consumido en todo nuestro territorio nacional. El vino
por su alto contenido en polifenoles [103], ha sido implicado como un

agente protector contra el CP [123, 124].

Los polifenoles son compuestos formados por uno o mas anillos
fendlicos unidos entre si con un numero variable de grupos hidroxilo.
Estan conjugados, con frecuencia, con residuos sacaridos, lipidicos o
carboxilicos para lograr una mayor solubilidad. En funcion del pH, de la
temperatura y de su grado de oxidacidn, se asociarian o disociarian entre
si. Estan presentes en cantidades importantes en los vinos tintos y, en
menor medida, en los blancos y contribuyen, en gran parte, a las

cualidades deseables del vino, aunque no tienen un valor nutritivo. Su
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interés clinico actual arranca de su capacidad de quelar los radicales libres
y, por tanto, de su poder antioxidante. En la actualidad, se conocen mas
de 8000 polifenoles, que se clasifican en no flavonoides y flavonoides. En
los vinos tintos, los flavonoides constituyen normalmente mas del 85 %
del contenido fendlico, mientras que en los vinos blancos suele ser menos

del 20% [104].

La complejidad estructural de los polifenoles varia desde simples
moléculas fendlicas (como el acido galico) hasta complejos altamente
polimerizados, como son los taninos. Los polifenoles se pueden dividir en
16 clases diferentes, aunque las clases mas conocidas actualmente son los
flavonoides, de los que se conocen unos 5000, y que a su vez se ordenan

en subclases distintas.

Los flavonoides se definen quimicamente como sustancias
compuestas por una estructura comun fenilcromanona (C6 - C 3 - C 6),
con uno o mas grupos hidroxilo, y presentan una importante actividad
estrogénica y antioxidante. Los flavonoides e isoflavonoides se presentan
habitualmente como ésteres, éteres, derivados glicosilados o mezclas de

varios de ellos [125].

En los mamiferos, los flavonoides e isoflavonoides aparecen
Unicamente por ingesta con la dieta. La ingesta media diaria de
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flavonoides en el Reino Unido y Estados Unidos, se ha estimado entre 20
mg y 1 g. Varios autores han estudiado las numerosas propiedades
bioldgicas que presentan los flavonoides e isoflavonoides, y que pueden

actuar en la quimioprevencion del cancer [126, 127].

Existe evidencia sobre un posible efecto de estos nutrientes contra

canceres endocrinos como el de prostata [101].

En los ultimos afios han sido descritas numerosas propiedades de
estos compuestos, como la posibilidad de inhibir el ciclo celular, la
proliferacion celular y el estrés oxidativo, y de inducir la detoxificacién de

enzimas, la apoptosis, y de estimular el sistema inmune.

Un interesante estudio prospectivo realizado con 12.763 personas
en siete paises diferentes, con un seguimiento de 25 afios, no demostrd
relacion alguna entre la ingesta de flavonoles y flavonas y la mortalidad

por cancer [128].

Si embargo otros estudios si aportan evidencias sobre un posible

efecto protector de los flavonoides en algunos canceres, como el de

prostata.
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En Holanda se realizd un estudio con 878 hombres seguidos
durante 25 afios, publicandose sus resultados en 1994 por Hertog. En este
estudio se correlaciond la ingesta de cinco flavonoides (quercetina,
kaempferol, mirecitina, apigenina y luteonina) con la incidencia o
mortalidad de todos los canceres, y con la mortalidad de los canceres del
tracto digestivo o respiratorio. La ingesta de estos flavonoides no modifico
la incidencia o mortalidad de los canceres de todas las localizaciones o las
tasas de cancer del tracto respiratorio o digestivo. Sin embargo, la ingesta
de flavonoides cuyo origen sean vegetales o frutas, se asociaba
inversamente con el riesgo de cancer del tracto digestivo y respiratorio,
sugiriendo que agentes de las frutas y vegetales, sin ser los flavonoides,

serian factores importantes en la disminucion de estos canceres [129].

Un estudio mas reciente, y con un ndmero mucho mayor de
participantes, realizado en Finlandia entre 1967 y 1991, investigd la
asociacion entre la ingesta de flavonoides y el cancer humano. Este
estudio proporciona una importante evidencia del factor protector de los
flavonoides contra el cancer. La incidencia de cancer de todas las
localizaciones se asocidé de forma inversa con la ingesta de flavonoides. El
mayor efecto protector se encontrd en el cancer de pulmoén. Esta
proteccion fue mayor en los individuos con menos de 50 afios de edad

(riesgo relativo de 0,33, intervalo de confianza 95%, entre 0,15 - 0,77), y
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en no fumadores (riesgo relativo de 0,13 intervalo de confianza 95%,

entre 0,03 — 0,58) [130].

En Hawai se realizd un interesante estudio entre hombres
Hawaianos descendientes de Japoneses. Las tasas de CP fueron inferiores
entre los hombres que tenian una dieta rica en arroz (p = 0,017) y, en
menor medida, con la ingesta de tofu (p= 0,054). Estos estudios sobre
poblaciones asiaticas sugieren que los alimentos ricos en soja, la principal
fuente de isoflavonas, se asocia, con frecuencia, con una reduccion en la

incidencia de cancer [91].

Se han realizado estudios con CP transplantado a ratas Dunning
R3327; alimentandolas con un 33 % del peso de la dieta en harina de soja
se observd una reduccion del 30%-40% en el crecimiento del

adenocarcinoma de prostata [131].

Estudios usando 3,2 -dimetil1-4-aminobifenil y propionato de
testosterona en modelos con ratas alimentadas con una mezcla
conteniendo 74% de genisteina y 21% de daidceina, reducian la
incidencia de adenocarcinoma de préstata un 50% en comparacidon con

las ratas alimentadas con dieta libre [132].
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Las dietas con quercetina entre 0% y 5%, y rutina al 4% inhiben la
hiperproliferacion y la displasia, asi como la incidencia de cancer de colon

en ratones tratados con azoxymetano. [133].

Otros estudios realizados con resveratrol, han demostrado un
efecto tumoricida in vitro, induciendo apoptosis de las células tumorales

[134].

Csokay y colaboradores establecen que la quercetina a una
concentracion de 5.5 pM activa tanto la apoptosis como los mecanismos
de diferenciacion en las células de leucemia humana K562. La apoptosis
se pudo objetivar a la hora de incubacién, mientras que para observar

diferenciacién celular hubo que esperar al menos 12 horas [135].

Otros estudios realizados sobre células de leucemia mieloide cronica
k562, leucemia linfocitica aguda Molt-4, linfoma Rajii Burkitt, y sobre
cistoadencarcinoma mucinoso de ovario, también sugieren que la
quercetina ejerce su accidn antitumoral activando apoptosis, que

comienza a dosis de 1 uM y alcanza su maxima expresion a 200 uM [136].

La apigenina, la luteolina y la fisetina inhibieron de forma

significativa la proliferacion de las células SHEP (linea celular de
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neuroblastoma humano) y MCF7 (linea celular de adenocarcinoma de

mama) [137].

Algunos estudios indican el efecto antiproliferativo vy
anticarcinogénico de algunos flavonoides especialmente la quercetina que
lograria evitar la proliferacién de células leucémicas humanas in vitro

[138].

Los taninos han demostrado una amplia accién como agentes
quimio-preventivos en numerosos modelos animales, actuando tanto

contra la iniciacion tumoral como contra la promocién [139].

Se han realizado estudios de apoptosis en células Rat-I con trans-
resveratrol. Se objetivd una importante induccién de apoptosis de dichas
células, determinandose la muerte celular tanto por ELISA, como

mediante analisis morfoldgico [140].

Nosotros para nuestro experimento hemos utilizado cinco
polifenoles, todos ellos presentes en importantes concentraciones en el
vino tinto. La quercetina es el que ha sido estudiado mas ampliamente,

mientras que no existen en la literatura datos sobre el efecto de los otros
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4 agentes presentes en el vino tinto (rutina, morina y acidos galico y

tanico) sobre las células LNCaP.

3.3. DETERMINACION DE LA PROLIFERACION

En nuestro trabajo hemos utilizado para los estudios sobre la
modificacion de la proliferaciéon celular una técnica basada en un
inmunoensayo colorimétrico (Cell Proliferation ELISA BrdU - Roche). Este
método se basa en la cuantificacion de la incorporaciéon de BrdU al ADN de
células proliferantes en lugar de la timidina y, por lo tanto, cuantifica las

células en proliferacion. Es un método sencillo y facilmente reproducible.

Otros trabajos, como el de Hsieh y colaboradores, utilizaron un

hemocitometro para determinar el niUmero de células [141].

Kampa y colaboradores utilizan ensayos con sales de tetrazolio para

estudiar la proliferacion celular [121].

3.4. DETERMINACION DE LA APOPTOSIS

Para la determinacion de la apoptosis se utilizd un kit de deteccidn

de muerte celular por ELISA. El ensayo consiste en el reconocimiento de
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los mono u oligonucleosomas generados tras un proceso apoptético,
evaluando los fragmentos de ADN-histonas liberados al citoplasma tras

inducir muerte celular.

Otros investigadores han determinado la apoptosis mediante

citometria de flujo tras marcaje con fluoresceina. [141, 142].
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4. RESULTADOS DE PROLIFERACION Y APOPTOSIS EN LINEAS

CELULARES DE CANCER DE PROSTATA

Para tratar de establecer la influencia de andrégenos sobre
nuestro estudio se realizo un experimento de proliferacion celular con y
sin dihidrotestosterona (DHT). No se encontraron diferencias significativas
en presencia o ausencia de DHT. Este comportamiento podria estar
relacionado con el suero fetal bovino utilizado para el mantenimiento del
cultivo, el cual contiene una concentracion suficientemente alta de DHT
como para diluir el efecto esperado por el aporte exdgeno de la misma. En
efecto, la concentracion de DHT en el FCS alcanzd 4 ng/ml, una
concentracion lo suficientemente elevada, como para que no se produzca
ningln cambio en la respuesta celular ante un aporte suplementario de

DHT.

4.1. PROLIFERACION

El crecimiento de muchos tumores, entre otros el de prdstata y

mama, se inhibe por isoflavonoides vy lignanos. Genisteina (un
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isoflavonoide) y su precurso,r la biocatenina A, inhiben el crecimiento de

células de CP [95].

Otro estudio con cultivos celulares de CP, también realizado con
Genisteina (1 pM/ml y 100 ng/ml, respectivamente), demostré que esta
era citotdxica sobre la linea celular de CP MAT-lylu y sobre la linea de CP
humano PC-3. Sin embargo, la adicion de genisteina a concentraciones
entre 0,07 y 0,285 mg/kg/dia no inhibid el crecimiento de células MAT-lylu

implantadas en ratas [143].

El resveratrol, otro polifenol presente en el vino tinto, inhibe el
crecimiento del CP, alterando la mitogénesis. Se observd una inhibicién
significativa en la proliferacion de las células tumorales LNCaP al cuarto
dia de la incubacién cuando afiadimos una concentracién de 2.5 x 10° M
de resveratrol al medio de cultivo. Para producir ese mismo efecto sobre
las lineas celulares DU-145 y PC-3, se necesito una concentracion diez

veces mayor (2.5 x 10 M) [141].

Otro estudio se realizd con quercetina, catequina y epicatequina, a
dosis de 10" M. Se observé una inhibicién de la proliferacién significativa
de las células PC3, siendo las células LNCaP algo menos sensibles a su

efecto. Por el contrario, el resveratrol fue completamente ineficaz sobre
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las células LNCaP. El efecto de estas sustancias fue dependiente de la

dosis y del tiempo de exposicién [121].

La genisteina, la genistina, la daidzeina y la biocanina A, a
concentraciones entre 0 y 50 UM inhiben el crecimiento de lineas celulares
de cancer vesical murino y humano, induciendo paro en el ciclo celular,

apoptosis y angiogénesis [144].

Otros estudios con genisteina a concentraciones similares

establecen los mismos resultados sobre células de CP humano [145].

Estudios con silimarina (0-75 uM) encontraron que las alteraciones
en la progresion del ciclo celular serian las responsables de su efecto

anticarcinogénico sobre las células de carcinoma prostatico DU145 [146].

Se realizd un estudio sobre la linea celular PC-3 andrdgeno-
independiente con quercetina, kaempferol, luteolina, genisteina, apigerina,
naringerina, mirecitina y rutina. La adiciéon de 100 uM de genisteina,
apigerina y mirecitina inhibid el crecimiento celular en un 73%, 70% vy
59%, respectivamente, mientras que la misma concentracion de
naringerina y rutina inhibié la proliferacién celular menos de un 25%. Si
embargo, la quercetina, el kaempferol y la luteolina a concentraciones de
100 uM inhibieron completamente el crecimiento celular [147].

135



DISCUSION

Nosotros tras 24 horas de incubacion obtuvimos una inhibicién
significativa de la proliferaciéon celular de las células LNCaP, con rutina (50
MM y 75 pyM), morina (75 pM), acido tanico (10 pM) y acido galico (10
KM). A las 48 horas se detectd inhibicidon con rutina 75 pM, morina 50 uM,
y acido tanico y galico a 10 uM. A las 72 horas, con quercetina (10 uM),
rutina (75 pM), acido tanico (5 puM), y acido galico (10 pM), y a las 96
horas se observaron diferencias significativas con quercetina (5 upM y 10
KM), rutina (50 uM y 75 pM), morina (50 uM y 75 pyM) y acidos tanico y

galico (5 uMy 10 puM).

4.2. APOPTOSIS

Tras 4 dias de incubacion de células LNCaP y, 3 lineas celulares
andrégeno-independientes (PC-3, DU-145 y JCA-1) con resveratrol [2.5 x
10 M] Hsieh obtuvo un porcentaje de células apoptdticas del 14.7% +/-
15.0% en células LNCaP, del 3,7% +/- 3,2% para las DU-145, del 4,3%

+/- 5,9 para las PC-3, y no obtuvo apoptosis con las células JCA-1 [141].
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Se objetivd apoptosis mediante el tratamiento de las lineas
celulares PC-3 y LNCaP en modelos animales 104-R cuando se anadio

epigalocatequina-3- galato [99].

Otro experimento, esta vez realizado sobre células de CP humano
DU-145, con epigalocatequina-3-galato (principal componente del té
verde) a una dosis de 80 uM, y tras incubacion durante 48 horas, indujo

apoptosis [142].

Un estudio con quercetina y kaempferol a dosis de 100 uM, no

indujo apoptosis en la linea celular androgeno-independiente PC-3 [147].

En nuestro trabajo, utilizando las dosis que producian inhibicidn
significativa de la proliferacién, a las 24 horas no observamos induccién
significativa de apoptosis con ningun nutriente. A las 48 horas se
obtuvieron indices apoptoticos significativamente mas altos (p<0.01) en
relacion al control en presencia de acido galico 5 y 10 uM, tanico 5 y 10
MM, y rutina 75 pM. Este efecto se mantuvo durante las primeras 72
horas. El efecto de la morina 75 uM, aunque significativo (p<0.01), sélo
aparecid a las 72 horas. Inversamente, quercetina 5 y 10 uM indujeron
apoptosis (p < 0.05) durante las primeras 48 horas comparada con la que

se produjo en el control.
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5. PERSPECTIVAS FUTURAS

Si reunimos la experiencia de los estudios de biologia celular y
molecular, asi como los estudios animales ,y hasta un cierto limite, los
ensayos clinicos con humanos, podemos afirmar que los flavonoides
podrian tener un efecto beneficioso sobre varias patologias entre las que
se encuentran:

e Enfermedades cardiovasculares.

Estudios  epidemioldgicos muestran una relacidn
inversamente proporcional entre la ingesta de flavonoides y
la mortalidad por enfermedad coronaria.

Este efecto se puede explicar, al menos en parte, por la
inhibicion de la oxidacién de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y por la reduccion de la agregacion
plaquetaria [148].

Los niveles elevados de LDL en plasma se asocian con una

ateroesclerosis acelerada [149].

e Cancer de prostata.
Varios trabajos sugieren un efecto protector de los
flavonoides contra el CP. [15, 150]. El mecanismo de accion

de estas sustancias seria a diferentes niveles.
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A.- Inhibicion de la 5 a-reductasa

Los isoflavonoides y los lignanos inhiben la 5 a-reductasa
y la 17B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa, esto disminuiria

la concentracion de DHT.

Inhibicion de las proteinkinasas especificas de tiroxina
(tiroxin-kinasas).

Las tiroxin-kinasas son necesarias para la funcion de
varios receptores de factores de crecimiento, incluyendo
los factores de crecimiento epidérmico, factor de
crecimiento derivado de las plaquetas y factores de
crecimiento insulinicos I y II; la fosforilacion de la tiroxina
juega un importante papel en la proliferacion vy
transformacion celular. Los inhibidores especificos de las
tiroxin-kinasas estan siendo investigados como nuevos
agentes contra el cancer[151].

La genisteina es un inhibidor especifico de la actividad

tiroxin-kinasa. [152].
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C.- Inhibicién de las topoisomerasas del ADN.
La topoisomerasas del ADN son enzimas que alteran la
conformacion del ADN y son cruciales para la divisidn
celular [153].
La genisteina es un inhibidor potente de estas enzimas, y
se cree que actla mediante la estabilizacion de un
“complejo segmentable” putativo entre el ADN y la enzima
topoisomerasa [154].
La quercetina, la fisetina y la morina también inhiben las
topoisomerasas del ADN I y II, mientras que el kaempferol
sélo inhibe la topoisomerasa II [89].
La inhibicion de las topoisomerasa es hoy uno de los

objetivos para el disefo de nuevas drogas anticancerosas.

D.- Inhibicién de la angiogénesis.
Se necesitan nuevos vasos capilares para que el cancer se
expanda mas alla de 2 mm [155].
La genisteina, fisetina, apigenina y luteolina inhibieron la
proliferacion de células normales y tumorales asi como la
angiogénesis in vitro, a concentraciones submaximas en el

rango micromolar bajo [137].
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Osteoporosis.

Estudios epidemioldgicos realizados en Hong Kong y
Estados Unidos, establecen que las tasas de fracturas de
cadera para hombres y mujeres con 85 afos o mas, en
Hong Kong era un tercio de las que se presentaron en
Estados Unidos. Esto probablemente pueda ser achacado a
la dieta rica en flavonoides en los paises asiaticos [156].
Estudios con ipriflavona, un derivado de las isoflavonas, a
dosis diarias entre 200 y 600 mg/dia, han sido eficaces
promoviendo la sintesis de masa désea y previniendo la

pérdida dsea. [157, 158].

Sintomatologia menopaulsica, ciclos menstruales vy

hormonas enddgenas.

A.- Actividad estrogénica

Apigerina, kaempferol y naringerina poseen todos una
actividad estrogénica débil, compitiendo con mas fuerza
que el estradiol para unirse al receptor estrogénico-p (RE-B)

[83].
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B.- Duracion del ciclo menstrual

Las asociaciones entre la ingesta de fitoestrdgenos y cancer
de mama y entre la duracién del ciclo menstrual y cancer
de mama, hacen de la conexion entre fitoestrégenos y
duracion del ciclo menstrual una importante area de
investigacion. Se han objetivado ciclos menstruales
significativamente mas cortos en pacientes con cancer de
mama en relacién a controles [159].

Se ha sugerido que ciclos menstruales 2 o 3 dias mas
largos en las mujeres asiaticas que en las mujeres
occidentales, serian debidos en parte a la ingestién de
cantidades importantes de estrogenos no esteroideos

presentes en la soja [160].

C.- Sintomatologia menopausica.
Los sofocos aparecen en menor medida entre las mujeres
en Japon que en Canada, y podria ser debido por la alta

ingesta en comidas con soja en Japon [161].
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Nuestro estudio proporciona una fuerte base para estudiar los
efectos in vivo de estos nutrientes, y quizas en un futuro, se puedan
realizar recomendaciones a cerca de su ingesta como agentes preventivos

contra el CP.
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1.

Los polifenoles del vino tinto (quercetina, morina, rutina y acidos
gélico y ténico) inhibieron la proliferacion in vitro de células de

cancer de prostata humano LNCaP.

1.1. La rutina, la morina, y los &cidos tanico y galico produjeron
una inhibicién de la proliferacién celular en las primeras 24

horas de incubacion.

1.2. La quercetina Unicamente inhibio la proliferacion celular a

partir de las 72 horas de incubacion.

Estos polifenoles también indujeron apoptosis, explicando, en parte

al menos, la inhibicion en la proliferacion de las células LNCaP.

2.1. Ningan nutriente indujo apoptosis a las 24 horas,

utilizandolos a las dosis que produjeron inhibicion de la

proliferacion.
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2.2. A las 48 horas de incubacion, la quercetina, la rutina y los
acidos galico y tanico indujeron apoptosis. Con excepciéon de
la quecetina, esos nutrientes mantuvieron su efecto hasta las

72 horas.

2.3. La morina, sélo indujo apoptosis a las 72 horas.

La adicién de dihidrotestosterona al medio de cultivo no modifico la

proliferacion de las células LNCaP.
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