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5. RESUMEN

La Vitamina C es un potente antioxidante que se presenta en dos formas biolégicamente
activas, su forma reducida o acido ascorbico (AA) y su forma oxidada llamada acido
deshidroascérbico (DHA). Ambas formas son capaces de ingresar a la célula por medio de
dos familias de transportadores, lo cual dependerd del estado redox de la vitamina C. La
forma reducida de la vitamina C ingresa por medio de la familia de co-transportadores de
sodio-ascorbato (SVCT) y la forma oxidada ingresa por medio de los transportadores
facilitativos de glucosa (GLUT). El acido deshidroascérbico que ha ingresado a la célula
por medio de los GLUTs o que ha sido originado producto de la oxidacién de acido
ascorbico, es réapida y eficientemente reducido por accién de enzimas de actividad
reductasa de acido deshidroascorbico, las cuales han sido clasificadas en dependientes de
glutation y dependientes de NADPH para su funcion catalitica. La totalidad de estas
enzimas de actividad reductasa de acido deshidroascorbico son expresadas en modelos de
cancer prostatico. Sin embargo, si bien se conoce bastante acerca del metabolismo de la
vitamina C en células normales, es muy poco se sabe acerca de su rol antioxidante en
células tumorales. Datos previos de nuestro laboratorio demuestran que células tumorales
de prostata son capaces de transportar y acumular mas vitamina C que células normales, y
que esta acumulacion es altamente dependiente de la concentracion de glutation (GSH)
intracelular. Lo anterior sugiere que enzimas con actividad de reductasas de é&cido
deshidroascorbico de localizacion citoplasmatica y dependientes de GSH, como
Glutarredoxina-1 (Grx1), serian elementos claves en la regulacion del metabolismo de la

vitamina C. Mas aun, se propone que estas enzimas participarian en la acumulacion y



reciclaje de la vitamina C en mecanismos asociados a la respuesta frente a estrés oxidativo,
mediante su regulacion a nivel transcripcional.

Con el fin de estudiar a nivel transcripcional la regulacién de la expresion de la reductasa
de &cido deshidroascorbico Grx1 en modelos de céncer de prostata, se ha propuesto el
estudio funcional de la region promotora para el gen de esta enzima en la linea celular DU-
145, Considerando como primera aproximacion, la region correspondiente a 2.0 kb
corriente arriba de este gen, conteniendo la totalidad de su region 5’UTR se ha logrado el
clonamiento de esta region promotora y el subclonamiento en el vector comercial pGL3-
basic, obteniendo un constructo funcional, en el cual el promotor de Grx1 es capaz dirigir la
expresion del gen reportero luciferasa. A partir de este vector, fueron generados 22
constructos conteniendo deleciones progresivas y selectivas para el promotor de Grx1,
mediante los cuales se ha determinado un promotor minimo funcional de 139 pb contenido
en la region ubicada entre las posiciones -79 y +59 pb con respecto al sitio de inicio de
transcripcion (TSS) y un promotor conteniendo la secuencia minima requerida para
actividad basal en la region ubicada entre las posiciones -129 y +59 pb respecto al TSS.
Utilizando como modelo la linea celular de céancer prostatico DU-145 para ensayos
funcionales en conjunto con las herramientas MatInspector y Modulelnspector se determiné
la presencia de sitios de union a las familias de factores de transcripcion involucrados a la
respuesta frente a estrés oxidativo AP-1, NFkB, SP-1 y ETS, los cuales se proponen, de
acuerdo a los ensayos funcionales, como los principales moduladores de la respuesta

transcripcional para este gen en modelos de cancer de prostata.



