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ABSTRACT

“Efecto del estrés oxidativo (H202) en la proliferacion vy
supervivencia celular de una linea tumoral de cancer de colon”

Padilla-Pefia, C.A."; Requejo-Aguilar, R."; Ortiz-Alcantara, A."; Pescuezo-Castillo, C."; Ledn-Rodriguez, E.% Pérez-Santofimia, A.%
Gomez-Blanco, H.? Prieto-Cruz, L.2
"Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de Cérdoba
2IES Fidiana

RESUMEN

Las células tumorales de un paciente enfermo de cancer tienen unos sistemas antioxidantes
muy inducidos, que las hace resistentes al estrés oxidativo y pueden sobrevivir y proliferar.
Esto supone un problema importante en muchos tratamientos de quimioterapia y radioterapia
que inducen muerte de células tumorales, provocando entre otros muchos efectos un fuerte
estrés oxidativo. Las células tumorales se ven afectadas; pero muchas pueden sobrevivir
debido a la induccion de sistemas antioxidantes. Por tanto, la combinacion de tratamientos
que induzcan estrés oxidativo y la eliminacion de antioxidantes en estas células puede ser
una terapia efectiva contra el cancer. En este trabajo de investigacion, se han utilizado dos
lineas celulares humanas de cancer colorrectal (HCT-116), una con la enzima antioxidante
peroxirredoxina 6 (PRDX6), llamada “wild-type” (WT), y otra a la que se le ha eliminado dicha
enzima mediante la tecnologia CRISPR/cas9, llamada knochout (KO). Estas células se han
sometido a estrés oxidativo mediante tratamiento con distintas concentraciones de peréxido
de hidrogeno (H20,) y se ha determinado su capacidad de proliferacion y supervivencia. Para
ello, tras los tratamientos con H>0,, se realiz6 el recuento celular de ambos tipos celulares en
la camara de Neubauer o se dejaron crecer 15 dias y se determinaron las unidades
formadoras de colonias, mediante tinciéon con cristal violeta. Los resultados han demostrado
que las células de cancer de colon KO proliferan y sobreviven menos que las WT y, ademas,
son mas sensibles al estrés oxidativo (H.0z). También se ha observado que las
concentraciones mas altas de H>O; son téxicas para ambos tipos celulares.

Palabras clave: peroxirredoxina 6 (PRDX6), estrés oxidativo (H202), células HCT-116 WT,
células HCT-116 KO, cancer.

ABSTRACT

Tumor cells of a cancer patient have highly induced antioxidant systems, which makes them
resistant to oxidative stress and able to survive and proliferate. This is a major problem in
many chemotherapy and radiotherapy treatments that induce tumor cell death, causing among
many other effects a strong oxidative stress. Tumor cells are affected but many can survive
due to the induction of antioxidant systems. Therefore, the combination of treatments that
induce oxidative stress and the elimination of antioxidants in these cells may be an effective
therapy against cancer. In this research work, two human colorectal cancer cell lines have
been used one of them human colorectal cancer cell lines (HCT-116), one with the antioxidant
enzyme peroxiredoxin 6 (PRDX6), called "wild-type" (WT), and the other with the deletion of
this enzyme using CRISPR/cas9 technology, called knochout (KO). These cells have been
Subjected to oxidative stress by treatment with different concentrations of hydrogen peroxide
(H202) and their ability to proliferate and survive has been determined. For this purpose, after
the H-O- treatments, both cell types were counted in Neubauer's chamber or left to grow for
15 days and colony forming units were determined by crystal violet staining. The results have
shown that KO colon cancer cells proliferate and survive less than WT cells and are also more
sensitive to oxidative stress (H20,). It has also been observed that higher concentrations of
H-0: are toxic to both cell types.

Keywords: peroxiredoxin 6 (PRDX6), oxidative stress (H202), HCT-116 WT cells, HCT-116
KO cells, cancer.



1.- INTRODUCCION

El oxigeno es una molécula fundamental para los seres vivos aerobicos y lo utilizan las células
en el proceso de la respiracion celular en el cual se libera CO, y se produce la energia
necesaria para el funcionamiento del organismo. El oxigeno no es malo para las células pero
durante la respiracion se puede transformar en otros compuestos, llamados especies
reactivas de oxigeno (EROs), que si son peligrosas, como por ejemplo, el peréxido de
hidrogeno (H202) Sin embargo, en condiciones fisiolégicas normales las células contienen
sistemas antioxidantes que son capaces de eliminar EROs y gracias a ellos, nuestras células
no sufren de estrés oxidativo, que provoca una disfunciéon mitocondrial y la consecuente
muerte celular, o consecuencias fisicas como el envejecimiento o el desarrollo de
enfermedades. Uno de estos antioxidantes es la enzima peroxirredoxina 6 (PRDX6) que es
capaz de eliminar H2O..

Segun datos recogidos el pasado 2023, se estima una prevalencia de mas de 44 millones de
tumores mundialmente, siendo los mas predominantes el cancer de mama, cancer colorrectal
y de prostata.

Las células tumorales tienen los sistemas antioxidantes muy inducidos, que les permite
defenderse muy bien ante el estrés oxidativo, consiguiendo sobrevivir y proliferar. Por tanto,
en esta investigacién, se trata de demostrar si la eliminacion de PRDX6 en la linea celular
humana de cancer de colon afecta a su proliferacion y supervivencia sometidas o no a estrés
oxidativo por H>O,. Trabajaremos con células humanas de colon derivadas de un tumor
(HCT116) que no han sido manipuladas, es decir, silvestres o WT y aquellas que gracias a la
tecnologia CRISPR/Cas9 hemos conseguido que carezcan de la enzima peroxirredoxina 6,
denominadas “knockout” o KO.

Estos resultados pueden ser de maxima utilidad ante el desarrollo de nuevas técnicas contra
el cancer, que es una enfermedad causada por el desarrollo anormal de células y tiene la
capacidad de invadir otros tejidos del cuerpo y expandirse por él.

Procesos oxidativos y antioxidantes

La oxidacion es un proceso bioquimico de pérdida de electrones siempre asociado al de
reduccion, basado en la ganancia de electrones. Cuando existe un exceso de oxidacion se
producen unas moléculas con un par de electrones no apareados, lo que las hace altamente
reactivas. Reciben el nombre de radicales libres (RL) y se caracterizan por una rapida
propagacion, una gran capacidad de deterioracion celular y por ser un factor clave en la
alteracion de procesos celulares. En este caso, estos compuestos son especies reactivas de
oxigeno (EROs), cuya produccién ocurre durante las reacciones metabdlicas, en diversas
actividades enzimaticas o por exposicion a ciertos agentes externos (luz ultravioleta, humo

del tabaco,etc.).
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Otro componente a tener en cuenta, son los antioxidantes, es decir, los encargados de
eliminar a las EROs o revertir su efecto. En este sentido, existen una gran variedad de
antioxidantes y uno de ellos son las enzimas peroxirredoxinas que controlan los niveles de
peréxido producidos en una gran variedad de procesos celulares.

~ Paquedias moléculas
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La peroxirredoxina 6

La PRDX6 es la unica peroxirredoxina perteneciente al grupo de 1-Cys en mamiferos y tiene
actividades glutation peroxidasa, fosfolipasa A. y lisofosfatidilcolina aciltransferasa. Su
localizacién subcelular es variada y se puede encontrar en la mitocondria, donde es la
encargada del mantenimiento de la integridad, la accién antioxidante y la regulacion de la

funcién mitocondrial. Ademas, es la Unica entre las peroxirredoxinas de mamiferos que puede
hidrolizar los fosfolipidos.
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Estrés oxidativo

Cuando se produce un desequilibrio entre EROs y antioxidantes, debido a la abundancia de
EROS vy la falta de enzimas antioxidantes, se desencadena una afeccion llamada estrés



oxidativo. El estrés oxidativo se ha relacionado con el envejecimiento y el desarrollo de
enfermedades degenerativas, enfermedades neuroldgicas, aparicion de cancer, etc.

En este ultimo ambito, se trabaja con lineas celulares cancerosas, las cuales siguen
multiplicandose y creciendo con el tiempo y bajo ciertas condiciones en un laboratorio.

Cancer de colon

El cancer de colon es una proliferacion de células que comienza en una parte del intestino
grueso, llamada colon, la primera parte, y la mas larga, del intestino grueso.

El cancer de colon se produce cuando las células del colon sufren cambios en el ADN, el ADN
de las células contiene las instrucciones que le indican a la célula lo que debe hacer. Los
cambios les indican a las células que se multipliquen rapidamente y les permiten a las células
seguir viviendo cuando las células sanas mueren como parte de su ciclo natural de vida. Esto
provoca un exceso de células, lo que podria formar una masa llamada tumor.

Las células tumorales tienen los sistemas antioxidantes muy inducidos, que les permite
defenderse muy bien ante el estrés oxidativo, consiguiendo sobrevivir y proliferar. Por tanto,
en esta investigacién, se trata de demostrar si la eliminacion de PRDX6 en la linea celular
humana de cancer de colon afecta a su proliferacion y supervivencia sometidas o no a estrés
oxidativo por H>O,. Trabajaremos con células humanas de colon derivadas de un tumor
(HCT116) que no han sido manipuladas, es decir, silvestres o WT y aquellas que gracias a la
tecnologia CRISPR/Cas9 hemos conseguido que carezcan de la enzima peroxirredoxina 6,
denominadas “knockout” o KO.

Estos resultados pueden ser de maxima utilidad ante el desarrollo de nuevas terapias contra

el cancer, que es una enfermedad causada por el desarrollo anormal de células y tiene la
capacidad de invadir otros tejidos del cuerpo y expandirse por él.

2.- OBJETIVO

El objetivo de esta investigacion es demostrar que las células tumorales derivadas de cancer
de colon, cuando se les elimina una enzima antioxidante clave como la peroxirredoxina 6
(PRDX6) y se someten a estrés oxidativo con peroxido de hidrégeno disminuye
significativamente su supervivencia y capacidad de proliferar.

3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- VARIABLES DE ESTUDIO

Las variables que se van a tratar en este estudio son la concentracion del tratamiento con
peroxido de hidrogeno y el crecimiento de la linea celular de cancer de colon HCT116 en
células WT y KO

Las variables independientes son las concentraciones del tratamiento con perdxido de
hidrogeno suministrado 0, 10, 25 y 50 uM, respectivamente a cada tipo de cultivo celular y las
lineas celulares seleccionadas HCT 116 WT y KO. Por otra parte, las variables dependientes,
son el crecimiento o proliferacién y supervivencia de estas células (nUmero de células y
unidades formadoras de colonias), ya que se ve condicionado; primero por la presencia de la
enzima antioxidante o no; y, por la concentracion del tratamiento suministrado.



3.2.- MATERIAL EXPERIMENTAL

Los materiales utilizados durante la investigacion fueron:

- Lineas celulares humanas de cancer de colon (HCT-116), con peroxirredoxina 6
(WT), y otras sin peroxirredoxina 6 (KO).

- Medio de cultivo McCOy’s SA.

- Tripsina-EDTA .- Es una proteasa que se usa para despegar las células de las placas
de cultivo porque rompe los enlaces de las proteinas mediante hidrdlisis (incubacion
3-5min a 37°).

- PBS.- Solucion salina de fosfato que se utiliza para lavar.

- Placas de cultivo.- Placas de 96 y 6 pocillos.

- FBS (Suero Fetal Bovino).- Para complementar el medio de cultivo.

- Antibidtico-antimicético.- Se afiaden al medio de cultivo para evitar
contaminaciones.

- Cristal violeta.- Compuesto quimico empleado como colorante para tefiir las células.

- Camara de Neubauer.- Instrumento de laboratorio que consiste en una placa de vidrio
utilizada para el recuento de células en un medio liquido.

- Metanol.

- H202(peroxido de hidrégeno).

- Azul tripan.- La tincidon con azul tripan, nos permite distinguir las células no viables
de las que si son viables.

- Centrifuga.- Sirve para separar mezclas liquido-liquido o sélido-liquido

- Pipetas y puntas.- Estan disefiadas para medir y transferir volumenes fijos de liquidos
que requieren una dosificacion precisa.

- Tubos eppendorf y falcon.

- Incubador de CO..- Equipo que mantiene las condiciones 6ptimas de temperatura,
humedad y CO- para crecer cultivos celulares.

- Campana de flujo laminar.- Disefiada para mantener ambientes estériles.

Camara de flujo laminar, Azul tripan Placas de cultivo Tampoén PBS

—
iy
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Cristal violeta Incubador de CO:

Imagen 1.- Materiales utilizados durante la experimentacion



3.3.- METODOLOGIA

En este proyecto de investigacion se utilizé la linea celular de cancer de colon, HCT116 (WT),
y otra derivada de ella que carece de la enzima antioxidante PRDX6 (KO). El procedimiento
experimental que se ha seguido es el siguiente:

1. Realizacion de cultivos celulares y observacion de células tumorales al microscopio
2. Recuento de células vivas y muertas

3. Siembra de células y tratamiento con H20-

4. Conteo de colonias y representacion de los resultados

1.- REALIZACION DE CULTIVOS CELULARES Y OBSERVACION DE CELULAS
TUMORALES AL MICROSCOPIO

Las células se cultivan en diferentes placas de cultivo de un plastico tratado que permite que
crezcan adheridas junto con medio de cultivo. Este medio de cultivo contiene todos los
nutrientes y sales necesarios para el crecimiento de las células. En el caso concreto de las
células tumorales de colon que estamos utilizando (HCT116), el medio de cultivo es McCoy’s
5A que debemos suplementar con 10% v/v de suero fetal bobino (FBS) y 1% v/v de antibiético-
antimicético para evitar contaminaciones. Se prepard 1 litro en una botella estéril, en la
campana de flujo laminar y con todas las soluciones estériles (890 mL de medio base
McCoy’s, 100 mL de FBS, 10 mL de antibidtico/antimicético).

Cultivamos el mismo numero de células (1x10° células) tanto de WT como KO y las
incubamos en una estufa (incubador) que mantiene la temperatura a 37°C y el CO- al 5%
durante 4 dias. Trascurrido este tiempo, se visualizaron en un microscopio 6ptico invertido a
distintos aumentos lo que nos permitié observar in vivo las células con mas detalle.

Las células humanas de cancer de colon, HCT116, crecen adheridas a la superficie de la
placa formando pequefas islas cubriendo toda la placa, por lo que se encuentran adheridas
a la superficie de la placa y unidas entre ellas. Por ello, se trataron en condiciones de
esterilidad (camara de flujo laminar) con una solucién de tripsina, que es una enzima
proteolitica, que rompe esas uniones y nos permite despegar y recoger todas las células.

» Se precalentaron todas las soluciones a 37°C en un bafio con agua ya que éstas son
sensibles a la temperatura.

+ Seretiraron de la placa con ayuda de una pipeta de 10 mL todo el medio de las células
y se desecho en un bote de desechos.

+ Se anadieron 4 mL de PBS (solucion salina) para lavar las células. Se aspiré un par
de veces y asi se eliminan restos de medio. A continuacion, se retird todo el PBS.

+ Se afiadieron 3 mL de la solucién de tripsina y la dejamos en el incubador a 37°C
durante 5 min.

» Trascurridos los 5 min, con ayuda de una micropipeta, se aspira y suelta varias veces
hasta que se observe que no quedan células adheridas a la superficie de la placa y
se encuentran todas en suspension.

» Es importante parar la reaccion de la tripsina porque podria causar dafos en la
membrana de las células y causar la muerte de éstas, para ello se afiaden 0,3 ml de
FBS que lleva inhibidores de la tripsina y lo mezclamos bien.

* Se recogio todo el volumen y se paso a un tubo falcon de rosca verde.

« Se precipitaron las células mediante centrifugacién durante 5 min a 2000 rpm.

+ Tras la centrifugacion, se observé un precipitado en el fondo del tubo que son las
células. Con mucho cuidado, se eliminé el sobrenadante y se dejaron las células al
fondo del tubo.



e Se afiadieron 4 mL de medio y suavemente las mezclamos bien hasta que vuelvan a
quedar en suspension.

o El precipitado se disgregd en medio de cultivo y se sembraron las células en placas
de 6 y 24 pocillos, tratandose con distintas dosis de H205.

2.- RECUENTO CELULAR EN LA CAMARA DE NEUBAUER

Una vez que se recogieron las células WT y KO de la placa se calculd el numero de células
vivas y muertas que habia en cada placa de cultivo después de haber estado creciendo
durante 4 dias. Debido a que se sembraron el mismo numero de células de partida (1x10°
células), el numero de células totales nos mostrara si las células WT y KO se han dividido
mas o menos a lo largo de estos 4 dias. El numero de células vivas y muertas se uso para
calcular la viabilidad o supervivencia celular.

Se realiz6 una dilucién 1:2 con azul tripan, se tomaron 10 pl de la suspension de células y se
afadieron a un tubo eppendorf, al que también se anadié 10 pl de la solucién de colorante
azul tripan (tifie de color azul las células muertas) y se mezclé bien. Se cargé 10 uL en la
camara de Neubauer y se contaron usando el microscopio Optico. Las células vivas se
observaron mas brillantes mientras que las muertas se vieron de color azul.

El nimero total de células se calculd con esta formula:

| N° células = X/4- 10000 (Factor de la camara de Neubauer)- Factor de dilucion (2)- Viedio (ML) |

A partir de este numero se determiné la viabilidad, es decir, el porcentaje de células vivas
en nuestro cultivo con respecto al total de células tanto para WT como para el KO. Para ello
se aplico la siguiente formula:

| Viabilidad (%) = n° de células vivas n° de células vivas + n° de células muertas x 100 |

|3.-SIEMBRA DE CELULAS Y TRATAMIENTO CON H;0;

Una vez que se calcul6 el numero de células vivas, se determiné la cantidad de solucion de
células que hay que coger para tener 5x10* células por mL tanto de WT como KO para su
posterior siembra y tratamiento.

Se sembraron en una placa de 24 pocillos y en cada pocillo se anadieron 0,5 mL, como hay
9 pocillos con células WT y 9 pocillos KO, de cada tipo celular necesitamos 4,5 mL (0,5 x 9)
y un total de 225000 células. El volumen que hay que coger y llevar hasta 4,5 mL se calculo
aplicando la siguiente ecuacion:

| Volumen (mL) = 225.000 células x 4 mL n° de células vivas |

e Se recogioé con una micropipeta el volumen necesario para tener 225.000 células y se
anadio a un tubo falcon.

e Se centrifugaron los tubos a 2000 rpm durante 5 min.

o A continuacién, se retiré con cuidado el medio y se afiadieron los 4,5 mL de medio
McCoy’s 5A.

e Por ultimo, se sembraron 25000 células/pocillo en placas de 24 pocillos de células WT y
KO dispensando con la pipeta 0,5 mL de los tubos falcon obtenidos en el paso anterior.

e Pasadas 24 horas, se sometieron a tratamiento con H20> (0, 10, 25 y 50 uM) durante 48
horas. A continuacion, se despegaron y contaron las células como se ha descrito
anteriormente.




|4.- ENSAYO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

Las células se recogieron y se contaron como se ha descrito anteriormente. A continuacion,
se sembraron en placas de 6 pocillos, 3 pocillos con 250 células por pocillo de la linea celular
HCT-116 WT y 3 pocillos con la misma densidad celular de la linea HCT-116 KO.

Las células se incubaron a 37°C y en una atmésfera de 5% CO. y pasadas 24 horas se
sometieron a tratamiento con H>O, (0, 10, 25 y 50 uM) y se dejaron crecer hasta que las
colonias de células fueron visibles a simple vista (10 dias). Una vez que fueron visibles se
realizo la fijacion y la tincion de las colonias.

+ Se retiré el medio de cultivo y los pocillos se lavaron con 1 mL de PBS por pocillo.

+ EI PBS se retir6 y se afiadieron 2 mL de metanol por cada pocillo, procediendo a
incubar 20 minutos para fijar las colonias a la placa.

* El metanol se retird y se lavo cada pocillo con 1 mL de agua destilada.

+ Se afadié 1 mL de cristal violeta para cubrir el fondo del pocillo.

* La placa se incub6 durante 5 minutos con cristal violeta. Posteriormente éste se retird
y se lavaron los pocillos cuidadosamente con agua destilada hasta que el cristal violeta
sobrante se eliminé completamente.

+ La placa se dej6 secar boca abajo sobre papel absorbente y se fotografio.

La supervivencia (%) de las células WT y KO con y sin H-O- se calculé para cada pocillo con
la férmula siguiente:

Supervivencia (%) = n° de colonias/n° de células sembradas x 100

3.4.-PLANIFICACION DE LA INVESTIGACION

La investigacion se ha realizado en 4 sesiones que se organizaron de la siguiente manera:

e Sesion 1. Explicacion del proyecto y toma de contacto con un laboratorio de cultivos
celulares. Aprendizaje de como trabajar con lineas celulares: preparacion de medios de
cultivo, tripsinizacion de células adheridas a frascos de cultivo, conteo de células con la
camara de Neubauer, siembra y tratamiento de dos tipos celulares (WT y KO) con diferentes
dosis de perdxido de hidrogeno (0, 10, 25 y 50 uM). Se realizé el experimento por triplicado.

e Sesion 2. Se despegaron con tripsina las células de la sesion anterior con los distintos
tratamientos y se contd el nimero exacto. Se representaron graficamente los resultados y
ensefiara a realizar el tratamiento estadistico correspondiente. También se sembraron tres
placas de 6 pocillos con los dos tipos celulares (250 células/pocillo) y las cuatro dosis de
peréxido de hidrogeno y se dejaron crecer durante 15 dias para determinar las unidades
formadoras de colonias (UFC).

e Sesion 3. Se determinaron las UFC mediante tinciéon con cristal violeta en las tres placas
de células sembradas en la sesion anterior. Se hicieron fotos y se contaron las colonias
formadas.

e Sesion 4. Puesta en comun de los resultados obtenidos, finalizacién de graficas y
tratamientos estadistico y realizacion del poster.

e Sesiones online mediante documentos compartidos en Google-Drive

Se trabajaron los documentos en forma plantilla en carpetas compartidas online. De esta
manera todo el grupo trabaja en el desarrollo y van siguiendo las indicaciones de los tutores
IES coordinadores.



a) Preparacion de un resumen/abstract

b) Preparacion de una memoria de investigacion

c) Preparacion de un poster/panel

d) Preparacion de una presentacion en diapositivas

e) Preparacion del texto de la exposicion para la defensa en el congreso

4.- RESULTADOS

4.1. EFECTO DE LA FALTA DE PEROXIRREDOXINA 6 SOBRE LA PROLIFERACION Y
SUPERVIVENCIA DE CELULAS DE CANCER DE COLON HCT-116
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Figural. Efecto de la ausencia de PRDX6 en la proliferacion celular

En la figura 1, se puede observar grandes variaciones en el crecimiento de las células WT y
KO, en ausencia de peroxido de hidrogeno, es decir, debido sélo a la ausencia de PRDX6.
Las WT proliferan mas, alcanzando una cifra de 250.000 células, mientras que las KO cuentan
con 100.000 células menos (150.000). Esta disminucion es estadisticamente significativa. Es
patente el efecto de la falta de la peroxiredoxina 6 en la disminucién del crecimiento celular
en la linea celular de cancer colorrectal HCT116.

4.2. EFECTO DEL H;0, EN EL CRECIMIENTO DE CELULAS HCT-116 WT Y KO PARA
PRDX6.

Tabla 1.- Promedio de células WT y KO obtenidas en los diferentes tratamientos con H,0; (uM).

Promedio de células WT SD Promedio de células KO SD
0 (uM) 252916,66 9277,26 147916,66 28431,20
10 (uM) 200625 37128,36 47291,66 5807,23
25 (uM) 50833,33 5460,55 18333,33 1572,88
50 (uM) 36875 13360,97 2916,66 954,70

Tabla 2.- P-Value entre el n° de células WT, el nimero de células KO y el n° de células
WT y KO en las diferentes concentraciones de H20: (0, 25 y 50uM).

P-Value (WT) P-Value (KO) P-Value (WT y KO)
(0y 10 WT): ns (0y 10 KO): * (0WT y 0 KO): *
0,0771 0,003868000094 0,00369585329
(0y 25 WT): ok (0'y 25 KO): o (10 WT y 10 KO): *
0,00000533470747 0,001400640519 0,00211506318
(0'y 50 WT): ok (0'y 50 KOY): ok (25 WT y 25 KO): ek
0,00002115594566 0,0009085192941 0,0005829248952
(50 WT y 50 KO): *
0,01177347402




A continuacion, se observa la Figura 2 en la que se muestra el efecto que ha tenido las
distintas concentraciones de H>O- sobre las células WT (con la enzima antioxidantes PRDX6)
y sobre las células KO (sin la enzima antioxidante PRDX6).

El n° de células maximo es de entre 0 y 300.000 células segun los conteos y calculos
realizados tras afiadir H2O..

Al afadir 0 (uM) de H>O,, vemos ya un gran cambio ya que las WT crecen alcanzando una
cifra de 250.000 células mientras que las KO cuentan con 100.000 células menos (150.000).
Los dos tipos de células (WT y KO) han estado el mismo periodo de tiempo en sus pocillos
creciendo y reaccionando al efecto del peroxido de hidrogeno para que los resultados
obtenidos sean reales y equitativos.

Al anadir 10 (uM) de H2O: sigue existiendo una gran diferencia entre la cantidad de células
de WT y las de KO. Se puede ver que las WT se quedan en 200.000 células
aproximadamente, lo cual demuestra que el perdxido de hidrogeno no ha tenido gran efecto.
Por el contrario, las KO disminuyen notablemente ya que pierden mas de la mitad de las
células que tendrian sin afadirle el H2O» y se quedan en 50.000 células.

Al utilizar las concentraciones de 25 (uM) y de 50 (uM) de H2O-, se observa que en este caso
tanto las WT como las KO se ven muy afectadas por el tratamiento disminuyendo
significativamente en ambos casos la proliferacion celular. Por tanto, las dosis altas de
peréxido de hidrogeno resultan téxicas para ambos tipos celulares.

A partir de los siguientes resultados se concluye que las células HCT-116 KO crecen peor
sometidas al estrés oxidativo causado por el H.O> 10 uM que las células WT, y que las
concentraciones mas altas de 25 y 50 uM resultan toxicas para ambas células. La capacidad
de proliferar de las células KO es mucho menor que las WT al afadirles las concentraciones
de H20..
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Figura 2. Efecto del H,0; en el crecimiento de células HCT-116 WT y KO para PRDX6



4.3. EFECTO DEL H,0, EN LA SUPERVIVENCIA DE CELULAS HCT-116 WT Y KO PARA
PRDX6.
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Figura 3: KO con diferentes tratamientos de H»O- (0, 10, 25 y 50 uM).
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Figura 5: Detalle de unidades formadoras de Figura 6. Detalle de unidades formadoras de colonias
colonias de WT tratadas con 0 uM de H>0; de KO tratadas con 0 uM de H;0-



Figura 7: Detalle de unidades formadoras de Figura 8: Detalle de unidades formadoras de colonias
colonias de WT tratadas con 10 uM de H-O; de KO tratadas con 10 uM de H;0;

Las figuras 3 y 4 muestran el efecto de la ausencia (KO) o no (WT) de peroxirredoxina 6 (OuM
H20.) en la supervivencia celular. Esto mismo se puede observar a mas aumentos en las
imagenes de microscopio Optico mostradas en las figuras 5 y 6, donde se puede ver como
sobreviven las células WT y KO en ausencia de H>O,. La linea celular HCT116 WT muestra
un mayor numero de unidades formadoras de colonias respecto a KO, lo que nos indica una
mayor supervivencia de estas células, puesto que cada una de estas colonias procede de
una celula original que se va dividiendo.

En las figuras 3 y 4, de unidades formadoras de colonias también se observa el efecto de las
concentraciones 10, 25 y 50 yM de H2O: en la supervivencia de las células KO y WT,
respectivamente. Se puede apreciar que el peroxido de hidrogeno a concentracion 10 uM
disminuye la supervivencia celular tanto en células HCT116 KO como en las WT, hecho que
también se observa en las figuras 7 (WT) y 8 (KO), pero el efecto es mayor en las células KO.
Ademas, se aprecia claramente que linea WT muestra también mayor proliferacion, ya que el
tamafio de las colonias de WT es superior a las colonias de las células KO debido a una
mayor velocidad de divisién de las células supervivientes. Esto coincide con lo descrito en el
apartado anterior.

Las figuras 3 y 4 también muestran que las concentraciones 25 y 20 uM de H2O: son letales
para ambas células, con una tasa de supervivencia de 0.

En conclusidn, las células HCT-116 KO para peroxirredoxina 6 son mas sensibles al estrés
oxidativo (H20-) y sobreviven y proliferan menos.

4.4.- TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos, viniendo de 3 réplicas bioldgicas, se analizaron empleando Excel y
se representaron como la media £ SD (Desviacion estandar). Para el analisis del efecto del
H20. se realiz6 una t de Student de dos colas. Se establecieron tres niveles de significancia:
(*) valor de p<0,05; (**) valor de p<0,01; (***) valor de p<0,001.



5.-DISCUSION

Algunos estudios realizados en lineas de cancer de higado (hepatocarcinoma) sin PRDX6
(KO) obtenidas mediante CRISPR/cas9 evidencian que éstas presentan una mayor
disfuncién mitocondrial y disminuyendo significativamente la proliferacion de estas lineas
celulares (Lépez Grueso, M.J et al, 2020; Lagal, D.J et al, 2023). En nuestro estudio se ha
demostrado que una linea celular de otro tipo de cancer, cancer colorrectal, cuando se le
elimina PRDX6 (KO) también proliferan y sobreviven menos que las WT, probablemente
debido a la disminucion provocada en su capacidad respiratoria y en el ciclo celular.

El H20, es frecuentemente aplicado a los cultivos celulares para inducir el estrés oxidativo.
Concentraciones de 50 y 100 uM de perdxido de hidrogeno exégeno aplicadas a lineas
celulares del cancer de pulmén Calu-6 y A549, han demostrado inhibicidn en el crecimiento
celular, siendo el incremento de la muerte celular dependiente del incremento de la dosis de
H20. (Oncology reports, 2018). Esta investigacion evidencia también como el incremento de
la concentracion de agentes oxidantes (H20:) y aumento del estrés oxidativo, provoca una
disminucién significativa en la proliferacion y supervivencia de las células tumorales
desprovistas de PRDX6 (KO) y con PRDX6 (WT), siendo mayor el efecto en las células KO.

Existen numerosos estudios que muestran que las células tumorales tienen mas mecanismos
antioxidantes para poder defenderse del estrés oxidativo. Por este motivo, los tratamientos
de quimioterapia que se aplican, generan estrés oxidativo cuyo objetivo es dafiar a las células
tumorales. Si ademas, a las células las desproveemos de sus mecanismos antioxidantes,
como se pone de manifiesto en esta investigacion, se podra conseguir una menor
supervivencia de las células tumorales y supondra un gran avance de las terapias utilizadas
en el tratamiento contra el cancer de colon.

6.-CONCLUSIONES

Tras la investigacion y el andlisis de datos obtenidos, podemos concluir que:
1. Las células HCT-116 KO para PRDXG6 proliferan significativamente menos que las WT.
2. Las células HCT-116 KO para PRDX6 son mas sensibles al estrés oxidativo (H20).
3. Dosis elevadas de perdxido de hidrogeno son letales para ambos tipos celulares.
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