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B. Estructura del geny la proteina NIS



GLOSARIO

AP: Complejos de proteina adaptadoras a los cuales pertenecen AP-2 y AP-1
proteinas que median la endocytosis en la membrana plasmética y el tréfico
mediado por clatrina desde la TGN a endosomas, respectivamente.

Células proliferativas: Células con una tasa normal de division celular.

Células quiescentes: Células en estado de reposo reversible no proliferativo.
COPI: Complejo de proteinas de cubierta vesicular (coatbmero) responsable del
transporte vesicular desde el AG y ERGIC y las devuelve al ER. Las vesiculas COPI
pueden transitar el camino de ida y vuelta al ER o pueden transportar proteinas a
los compartimientos mas proximales ( desde trans a Golgi medio, desde medio a
cis-Golgi, desde cis-Golgi a ERGIC, y desde ERGIC a ER).

COPIIl: Complejo de proteinas de cubierta vesicular (coatdbmero) responsable del
transporte vesicular desde el reticulo endoplasmatico rugoso (RER) hasta el AG.
Gen reportero: El gen de NIS puede funcionar como gen reportero, ya que, se
puede hacer el seguimiento de células a través de radiotrazadores que emiten
radiacion gamma (*°*™Tc) que son captados por el transportador NIS.

Gen terapéutico: El gen de NIS puede también funcionar como gen terapéutico,
cuando se usa para la eliminacién de células tumorales mediante radiacién beta
emitida por algunos radioisotopos (*3!1) que son captados por el transportador NIS.
Oncoproteina: Proteina expresada por un gen mutado o por un virus, que interviene
en el desarrollo del cancer.

Heterogeneidad celular: este término hace referencia a la presencia de células en
estado proliferativo o quiescente.

MAIT: Paquete R llamado Metabolite Automatic Identification Toolkit (MAIT). Usado
para analisis de datos obtenidos por espectrometria de masas, puede generar
gréficos estadisticos tales como mapas de calor, diagramas de cajas y gréficos de
analisis de componentes principales.

p115: Proteina periférica de membrana presente en el compartimiento intermediario
y vesiculas del cis-Golgi que funcionan en el trafico del ER a AG.

p27: Inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) implicadas en la
progresion del ciclo celular, que se sobreexpresa en células quiescentes.
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ReO4": lon perrenato

Sarl, Sec23/24, y Sec13/31: Son los minimos componentes proteicos requeridos
para generar vesiculas COPII in vitro.

SLC: Portadores de soluto (Solute Carrier) grupo de proteinas transportadoras de
membrana, incluyen mas de 400 miembros organizados en 6 familias.

SPECT: Tomografia Computarizada de Emisién de Fotén Simple (Single Photon
Emission Computed Tomography) es una técnica no invasiva, confiable, segura,
suministra datos cuantitativos e imagenes 3D de la biodistribucién del radiondclidos,
tiene alta sensibilidad y alta resolucion con profunda penetracion en el tejido.

9mTc: |sdbmero nuclear metaestable del tecnecio-99.

®MTc047: lon pertecnetato



AG
BSA
CDKs
CMV
CSCs
DMEM
DPM
DTC
DTT
ECM
EE
ER
ERES
ERGIC

FBS
HIF-1a
HT29NIS

HT29NISHP
HT29NISHQ
HT29NISNP
HT29NISNQ
HT29WT

HT29WTHP
HT29WTHQ
HT29WTNP
HT29WTNQ

LISTA DE ABREVIATURAS

Aparato de Golgi

Albumina Serica Bovina (Bovine Serum Albumin)

Quinasas dependientes de ciclinas

Citomegalovirus

Células madre de cancer (Cancer Stem Cells)

Dulbecco’s Modified Eagle’s medium

Desintegraciones Por Minuto

Carcinoma diferenciado de tiroides (Differentiated Thyroid Cancer)
Ditiotreitol

Matriz extracelular (Extracellular Matrix)

Endosomas tempranos (Early Endosomes)

Reticulo endoplasmico (Endoplasmic Reticulum)

Sitio de salida del reticulo endoplasmico (ER Exit Sites)
Compartimiento intermediario de reticulo ensoplasmico al aparato de
Golgi (ER-Golgi Intermediate Compartment)

Suero fetal Bovino (Fetal Bovine Serum)

Factor inducido por hipoxia 1-alfa (Hypoxia-Inducible Factor 1-alpha)
Linea celular de carcinoma de colon (HT29) que expresa de forma
estable el gen de NIS

Células HT29NIS proliferativas en hipoxia

Células HT29NIS quiescentes en hipoxia

Células HT29NIS proliferativas en normoxia

Células HT29NIS guiescentes en normoxia

Linea celular de carcinoma de colon silvestre (wild type)

Células HT29WT proliferativas en hipoxia

Células HT29WT quiescentes en hipoxia

Células HT29WT proliferativas en normoxia

Células HT29WT quiescentes en normoxia



IHC
LE
MAPK

2-NBDG

NIS
gPCR

PBS
PBST

PET
PM
RER

RIPA

ROS
SDS-PAGE

SLC
SPECT

TGN
TSH

Inmunohistoquimica (immunohistochemistry)

Endosoma tardios

Proteina quinasa activada por mitdgenos (Mitogen-Activated Protein
Kinase)

2-N-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-ylamino-2-deoxyglucose, sonda
fluorescente y no metabolizable de la glucosa

El co-transportador simporte sodio/yoduro (Sodium lodide Symporter)
Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (quantitative
Polymerase Chain Reaction) o PCR en tiempo real (real time PCR)
Buffer Fosfato Salino (Phosphate Buffered Saline)

Buffer Fosfato Salino con Tween-20 al 0,05% (Phosphate Buffered
Saline with Tween-20)

Tomografia de Emision de Positrones (Positron Emission
Tomography)

Membrana plasmatica (Plasmatic Membrane)

Reticulo endoplasmético rugoso

Buffer para extraccién e inmunoprecipitaciéon de proteinas (Radio-
Immunoprecipitation Assay Buffer)

Especies Reactivas de Oxigeno (Reactive Oxygen Species)
Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
Portadores de soluto (Solute Catrrier).

Tomografia Computarizada de Emision de Foton Simple (Single
Photon Emission Computed Tomography)

Red del trans Golgi. (Trans-Golgi Network)

Hormona estimulante de la tiroides (Thyroid-Stimulating Hormone)
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Tratamiento antitumoral basado en la expresion de la proteina NIS: Analisis

del microambiente tumoral en un modelo in vitro

Resumen

El co-transportador de sodio/yoduro (NIS) media la captacion de yoduro en la
tiroides. Desde hace décadas, la captacion de yoduro mediada por NIS es una
herramienta muy util para la ablacion radiactiva de las células de cancer de tiroides.
La terapia génica basada en NIS es una herramienta prometedora para el
tratamiento de células tumorales de origen extratiroideo. Algunos estudios
preclinicos sobre este enfoque produjeron resultados muy prometedores, pero otros
estudios concluyeron que las administraciones de yodo radioactivo requeridas eran
demasiado altas, o se presentaba resistencia al tratamiento. La razén de esta
variabilidad no esté bien definida.

Este trabajo parte de las observaciones realizadas por el grupo TIRO de la
Universidad de Niza en Francia quienes inocularon subcutaneamente células
HT29NIS, células de adenocarcinoma de colon (linea HT29) que expresaban mNIS
exdgena de forma estable en ratones desnudos para inducir tumores. Usando
imagenes SPECT e inmunohistoquimica, encontraron una distribucion heterogénea
inesperada de la capacidad captadora de yoduro y de la expresién de NIS localizada
en el borde de los xenoinjertos. En este estudio, el objetivo fue analizar factores del
microambiente tumoral como la hipoxia y la heterogeneidad celular (este término
hace referencia a la presencia de células en estado proliferativo o quiescente) sobre
la actividad de la proteina NIS. Se estudiaron las células HT29NIS in vitro en
condiciones que inducen estados proliferativo o quiescente en normoxia o0 hipoxia.
En este modelo in vitro, se analizaron la expresion, funcion y localizacion de la
proteina NIS y se estudiaron los cambios en el proteoma y el metaboloma de
HT29NIS inducidos por la quiescencia y/o hipoxia. También se analizaron cambios
a nivel del estado redox celular y sus incidencias en el metabolismo glucolitico y
oxidativo en condiciones de quiescencia e hipoxia y su efecto en la expresion de la

proteina NIS. Finalmente se analizaron los posibles cambios en el comportamiento
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celular como la viabilidad, el estado redox y el metabolismo glucolitico y oxidativo
de las células HT29 silvestres cuando son transfectadas con el gen de NIS.

Se encontr6 que la captacion de yoduro, el nivel de expresion de NIS y la
localizacion de NIS en la membrana plasmatica se redujeron por quiescencia e
hipoxia. Los resultados proteémicos indican que los estados de quiescencia e
hipoxia estan asociados a una disminucidbn en la expresion de proteinas
involucradas en la localizacion de proteinas en la membrana y se detectan cambios
en las proteinas asociadas al metabolismo energético, adicionalmente se encontré
gue la transfeccion de la proteina NIS en las células HT29WT reduce el metabolismo
glucolitico e incrementa el metabolismo oxidativo.

En conclusion, los resultados aqui reportados mostraron que la hipoxia y la
guiescencia perjudican la expresion y la localizacion celular de la proteina NIS y, en
consecuencia, la captacion de yoduro. Estos hallazgos también indican que el uso
de lineas celulares para la evaluacién preclinica de la terapia génica basada en NIS
podria conducir a subestimar la eficiencia del método. También es importante tener
en cuenta los posibles cambios en el comportamiento celular cuando se introduce
un gen exdgeno, en lineas celulares que son sometidas a condiciones como hipoxia
y quiescencia. De manera mas general, este estudio muestra que el microambiente
tumoral es un parametro importante en el uso de NIS en el tratamiento de células
cancerosas.

Resolver algunas limitaciones del uso de NIS en la terapia génica, dada por factores
del microambiente tumoral, como la heterogeneidad celular, las variaciones en la
disponibilidad de oxigeno y nutrientes, el pH y la produccién ROS permitiran en el
futuro delimitar areas del tumor, dosis de radioisétopos, disminucién de los efectos
secundarios en tejidos sanos, aumentando la radiosensibilidad del tumor y

mejorando el prondstico del paciente con cancer.

Palabras claves: NIS, quiescencia, hipoxia, microambiente tumoral, metabolismo,
células HT29.
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Antitumor treatment based on the expression of NIS protein: Analysis of the

tumor microenvironment in an in vitro model

Summary

The sodium/iodide symporter (NIS) mediates iodide uptake in the thyroid. Since
decades, NIS-mediated iodide uptake is a very useful tool for radioactive ablation of
thyroid cancer cells. NIS-based gene therapy is a promising tool for the treatment of
tumor cells of extrathyroidal origin. Some preclinical studies on this approach
produced very promising results, but other studies concluded that the required
radioactive iodine administrations were too high or resistance to treatment occurs.
The reason of this variability was not well-defined.

This work is based on the observations made by the TIRO group from the University
of Nice in France. They inoculated subcutaneously HT29NIS cells, colon
adenocarcinoma cells (HT29 line) stably expressing exogenous mNIS to induce
tumors in nude mice. Using SPECT imaging and immunohistochemistry, they found
an unexpected heterogeneous distribution of iodide uptake capacity and NIS
expression localized at the border of the xenografts. In this study, the aim was to
analyze factors of the tumor microenvironment such as hypoxia and cellular
heterogeneity (this term refers to the presence of cells in a proliferative or quiescent
state) on the activity of the NIS protein. We studied HT29NIS cells in vitro in
conditions that induce quiescent and/or hypoxic states. In this in vitro model, the
expression, function and localization of NIS protein were analyzed. Changes in the
proteome and metabolome of HT29NIS induced by quiescence and / or hypoxia
were also analyzed. Also, change at the cellular redox state level and its effects on
glycolytic and oxidative metabolism under quiescence and hypoxia conditions and
its effect on the expression of the NIS protein were analyzed. Finally, possible
changes in cellular behavior such as viability, redox status, and glycolytic and
oxidative metabolism of wild type HT29 cells when transfected with the NIS gene
were analyzed. We found that the iodide uptake, NIS-expression level and NIS
localization at the plasma membrane were reduced by quiescence and hypoxia. Our

proteomics results indicate that quiescent and hypoxic states are associated to a
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decrease in the expression of proteins involved in protein localization to membrane
and changes in protein linked to energy metabolism. In addition, transfection of the
NIS protein in HT29WT cells was found to reduce glycolytic metabolism and increase
oxidative metabolism.

In conclusion, the results showed that hypoxia and quiescence impair NIS
expression and NIS cellular localization, and consequently iodide uptake. These
findings also indicate that the use of cell lines for preclinical evaluation of NIS-based
gene therapy could lead to underestimate the efficiency of the approach. It is also
important to consider possible changes in cellular behavior when an exogenous
gene is introduced into cell lines that are subjected to conditions such as hypoxia
and quiescence. More generally, our study show that tumor microenvironment is an
important parameter in the use of NIS in the treatment of cancer cells.

Resolving some limitations of the use of NIS in gene therapy, given by factors of the
tumor microenvironment such as cellular heterogeneity, variations in the availability
of oxygen and nutrients, pH and ROS production will allow in the future to delimit
areas of the tumor, dosage of radioisotopes, decrease of side effects in healthy
tissues, increasing the radiosensitivity of the tumor and improving the prognosis of

the cancer patient.

Keywords: NIS, quiescence, hypoxia, tumor microenvironment, metabolism, HT29

cells

16



Tratamiento antitumoral basado en la expresion de la proteina NIS: Analisis
del microambiente tumoral en un modelo in vitro

1. INTRODUCCION

El co-transportador sodio/yoduro (NIS) es una glicoproteina localizada en la
membrana basal de los tirocitos, que cataliza el transporte activo de yoduro para la
sintesis de hormonas tiroideas (1-7). Durante décadas la acumulacion de yoduro
catalizada por NIS en los tirocitos ha sido una herramienta util para el diagnostico y
tratamiento de varias patologias de la tiroides (8, 9). NIS media la captura del yoduro
radioactivo (*3, 1251, 123" y 124]") y otros radioisotopos tales como el tecnecio-99m,
isdbmero nuclear metaestable del tecnecio-99 (**™Tc) en forma de ion pertecnetato
(**MTc04), astato (?**At"), renio como ion perrenato (ReOs’) y fluoruro (BisF4) (5). La
captura de estos radiois6topos por células tumorales permite la visualizacién de los
tumores mediante cintigrafia por la emisién de particulas gamma provenientes de
1251 o del **™Tc y la destrucciéon radioterapéutica de los mismos mediante
radioterapia metabdlica utilizando is6topos radioactivos emisores de particulas 8
como el 311, que se incorporan al metabolismo del 6rgano diana (10). Por lo tanto,
cuando la expresibn de NIS es mantenida en lesiones metastasicas, la
administracion de 21l después de tiroidectomia total permite ablaciéon selectiva del

tejido neoplasico.

De igual forma, se ha determinado que las células epiteliales de la glandula mamaria
lactante expresan NIS, cuya funcién es participar en la translocacion del yoduro
desde el torrente sanguineo a la leche materna, para suministrar al recién nacido la
cantidad adecuada de I para la biosintesis de las hormonas tiroideas (11). Esta
habilidad de los humanos para acumular yoduro en leche fue identificada hacia 1952
(12), luego se identifico a NIS como el transportador responsable (11, 13, 14).
También se plantea una posible asociacion entre el cancer de tiroides y el cancer
de seno, debido a que comparten algunos factores etiolégicos y ambas glandulas
son reguladas por el eje hipotaldmico-hipofisiario (15). Por lo tanto, el uso del
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transportador NIS en cancer de seno podria ser una herramienta diagnéstica y
terapéutica util que contribuiria en el control de esta enfermedad (16, 17). Aunque
aun se necesitan mas estudios tedricos y clinicos antes de que estos tratamientos

se apliguen en la clinica, las futuras aplicaciones clinicas son prometedoras.

Estudios en terapia génica han facilitado la transferencia de NIS a otros tipos de
células por medio de vectores virales, generando como perspectiva prometedora la
utilizacion de estos tratamientos en tumores de origen extratiroideo. Este tipo de
aproximaciones experimentales han mostrado ventajas adicionales a los
tratamientos convencionales, como la factibilidad y seguridad de usar la terapia con
radioisotopos reduciendo la toxicidad extratumoral en una amplia variedad de
tumores (10, 18-23). En este caso las células tumorales pueden ser tratadas para
destruccion radioterapéutica con radion(clidos como 13, 186Re, 188Re y 211At (24-
27). Un estudio reciente explora un método de transferencia de la proteina NIS
usando vesiculas extracelulares a células de carcinoma hepatocelular (HCC), lo
cual incrementa la captacion de yoduro radioactivo y la citotoxicidad (28). La
aplicacién exitosa de estas estrategias podria permitir la aplicacion de la
radioterapia metabdlica en canceres no captadores para transformarlos en canceres

captadores de yoduro radioactivo.

En la Unidad TIRO (Transporter in Imaging and Radiotherapy in Oncology, School
of Medicine, Université de Nice Sophia-Antipolis), se desarrolldé una linea celular de
carcinoma de colon (HT29) que expresa de forma estable el gen de NIS denominada
HT29NIS. Estas células, se introdujeron en ratones inmuno-deficientes, los cuales
formaron tumores que se analizaron por Tomografia Computarizada de Emision de
Foton Simple (SPECT por su sigla en inglés). El hallazgo mas importante de este
experimento fue una inesperada distribucion heterogénea en la incorporacion de
yoduro y en la expresion de NIS en las células que forman el tumor, siendo mayor

la captacion en la parte externa del tumor, donde se encontraron zonas oxigenadas
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con probable predominio de células proliferantes. Dicha captacion y la expresion de
NIS disminuyé notoriamente al interior del mismo, donde prevalecieron zonas
hipoxicas posiblemente formadas en su mayoria por células quiescentes. Las
células quiescentes se definen, como células en estado no proliferativo, o en fase
GO del ciclo celular, pero que son capaces de responder a un estimulo extrinseco y
reentran al ciclo celular y comienzan a proliferar (29) . A estas células quiescentes
se les atribuye la resistencia a los tratamientos, las recaidas y metastasis sufridas

por los pacientes no respondedores (29-32).

Estos resultados sugirieron que la disminucién en la captacion de yoduro y la posible
disminucién de la expresion de NIS en el modelo in vivo, podria estar relacionada
con las condiciones del microambiente tumoral, particularmente con la presencia de
diferentes tipos celulares (células proliferantes y quiescentes), la distribuciéon no
uniforme del oxigeno (presencia de zonas hipoxicas), y cambios en la disponibilidad
de nutrientes. Todos estos factores pueden alterar la expresion, localizacion y
funcion de proteinas como NIS, que pueden modificar las caracteristicas de

sensibilidad a los tratamientos antitumorales basados en esta proteina.

Los resultados obtenidos en el grupo TIRO hacen evidente la importancia de
comprender: ¢Como las condiciones del microambiente tumoral afectan la

expresion, localizacién y funcion de la proteina NIS?

Con el fin de responder a este interrogante, se establecio una alianza de
cooperacion en investigacion entre el grupo TIRO, el Centro de Control de Cancer
Ltda. de Bogotd, y la Unidad de Bioquimica de la Universidad del Rosario. En el
marco de esta cooperacién, se realiz6 un estudio in vitro que consistié en imitar en
cultivo las condiciones microambientales que se encuentran en los tumores in vivo
y que determinan la heterogeneidad de los tumores, especialmente relacionadas
con la variacion en la concentracion de oxigeno, y la presencia de células

proliferantes y quiescentes. El modelo in vitro permitidé simular y establecer los
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componentes, interacciones y respuestas adaptativas que se presentan a nivel del
microambiente tumoral in vivo, contribuyendo a entender la complejidad del cancer
y sirviendo como una herramienta base para analizar el efecto de la quiescencia y
la hipoxia en la expresion, localizaciéon y funcién de la proteina NIS. También, se
evaluaron los cambios en el metabolismo celular, mediante analisis prote6mico y
metaboldmico de las células transfectadas con NIS y su posible incidencia en la
expresion y localizacion correcta de dicha proteina en la membrana celular. De esta
forma, con este trabajo se aporta en el conocimiento sobre factores del
microambiente tumoral que afectan la expresion, localizacion y funcion de la
proteina NIS y los posibles cambios metabdlicos que explican este comportamiento.
Asi como también, los cambios en el comportamiento celular, cuando se

transfectaron las células HT29WT con el gen de NIS.

El uso de la proteina NIS en diagnéstico y tratamiento del cancer tiene un futuro
prometedor. Todos los esfuerzos que se hagan en superar las dificultades que se
presentan en su aplicacién son importantes para contribuir en el desarrollo de una
terapia eficaz, que permita la liberacion eficiente del gen de NIS en tejidos tumorales
blanco y su expresion correcta en la membrana plasmatica, de tal manera que esté
en la capacidad de captar radiois6topos que maximicen el efecto citotoxico en las
células malignas destruyendo el tumor y se minimicen los efectos toxicos

secundarios de las células normales.

Ademas, el conocimiento aportado ayuda a optimizar el uso del gen de NIS como
gen reportero permitiendo el seguimiento de genes cotransfectados con el gen de
NIS o de células transfectadas con este gen mediante el uso de radiotrazadores

ampliando las aplicaciones de NIS en la salud humana.
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2. ESTADO DEL CONOCIMIENTO

2.1. EL CO-TRANSPORTADOR SODIO/YODURO (NIS)

La Glandula tiroides tiene como principal funcion la sintesis y secrecién de las
hormonas tiroides 3,5,3’-triyodotironina (T3) y 3,5,3',5’- tetrayodotironina (T4), las
cuales son importantes en el control del metabolismo celular, la termorregulacion, y
en el desarrollo del sistema nervioso central y del sistema 6seo en el feto y en los
recién nacidos (33). El foliculo tiroideo es la unidad estructural y funcional de la
tiroides (34, 35). Su forma es ovoide y esta constituido por una monocapa de células
epiteliales cubicas (tirocitos) alrededor de un liquido viscoso de proteinas,
denominado el coloide, constituido en un 80% de tiroglobulina (Tg). La sintesis de
las hormonas tiroideas requiere del transporte activo y acumulacién de yoduro
desde el torrente sanguineo hacia el interior de la glandula, especificamente al
interior de los foliculos. La proteina NIS (también llamada SLC5A5), es una
glicoproteina integral de membrana miembro de la familia de cotransportadores
sodio/soluto (ver anexo Figura B estructura del gen y la proteina NIS), que reside
en la membrana basolateral de los tirocitos (1-7). NIS es un cotransportador que
cataliza un transporte acoplado de yoduro y sodio, con una estequiometria de
transporte de 1 I por 2 Na*, utilizando como fuerza motriz para transportar el yoduro
en contra de su gradiente de concentracion, el gradiente favorable de sodio creado
por la Na*/K* ATPasa. Asi, el yoduro es acumulado al interior de los tirocitos a una
concentracion mayor que la encontrada en el plasma. NIS fue identificada en la rata
(2), luego en el hombre (3), y posteriormente en el ratén por el Grupo TIRO (4). La
expresion de NIS y la acumulacion activa de yoduro dependiente de sodio ha sido
observada también en la mucosa géastrica, glandulas salivares y glandula mamaria
lactante (11, 14). Aligual que en la tiroides, la actividad de NIS genera una captacion

importante de yoduro en estos tejidos. La presencia de NIS, pero no una
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acumulacion activa de yoduro, ha sido observada en el cerebro, piel, testiculos y

otros tejidos (4).

Ademés de yoduro, la proteina NIS también transporta otros aniones monovalentes
como el perclorato ((ClO4), el cual funciona como un inhibidor competitivo de NIS,
el clorato (ClO3), tiocianato (SCN") y nitrato (NO3’) (24, 36) y diferentes radiois6topos
tales como el pertecnetato (**"TcO4)(17), perrenato (ReOs’) (26), astato (*1*At) (24,
37) y fluoruro (BisF4) (5).

2.2. NIS Y RADIOTERAPIA METABOLICA

Existen varias aproximaciones terapéuticas posteriores al diagnéstico de un tumor
maligno, entre ellas encontramos el manejo quirdrgico, la terapia hormonal, la
guimioterapia, la radioterapia y de manera reciente la terapia molecular o la
combinacion de terapias (38). La eleccion de un tipo de tratamiento sobre otro
depende de varias consideraciones tanto técnicas como biolégicas. Dentro de estas
opciones terapéuticas la radioterapia se considera una parte fundamental en el
manejo tumoral. Se estima que el 52% de nuevos pacientes con cancer se pueden
beneficiar con el manejo por radioterapia, considerando que esta puede representar
la mejor opcidén de cura, ejercer el mejor control local a nivel tumoral, mejores
efectos paliativos y menores efectos adversos o una combinacion de estos (39).

El cancer de tiroides es la neoplasia maligna mas frecuente del sistema endocrino
y se ha incrementado rapidamente en las Ultimas décadas en todo el mundo (40).
Sin embargo, la habilidad de la tiroides para concentrar I a través del transportador
NIS ha proporcionado las bases moleculares para el uso de yoduro radioactivo en
el diagndstico, tratamiento y seguimiento de patologias de la tiroides (41, 42). Los
carcinomas derivados de células foliculares de tiroides se dividen en tres tipos: bien
diferenciados, pobremente diferenciados y no diferenciados sobre la base de

parametros histologicos y clinicos. Los carcinomas diferenciados de tiroides (DTC

22



por su sigla en inglés) incluyen los tipos papilar y folicular (43). El diagndstico
histolégico del carcinoma papilar se basa en la presencia de inclusiones
intranucleares, que estan ausentes o en menor proporcion en el carcinoma folicular.
El tratamiento ideal para este tipo de tumores de alto riesgo es la tiroidectomia
seguido de terapia con yoduro radioactivo (44). El carcinoma papilar que es el
cancer mas prevalente derivado de células foliculares, se caracteriza por el lento
crecimiento y buen prondstico (45). Sin embargo, el 5-20% de los pacientes con
DTC presentan recurrencia en el lecho tiroideo o ganglios linfaticos cervicales y
algunos pacientes desarrollan enfermedad metastasica distante, que disminuye la
tasa de supervivencia (44). También se reporta que un tercio de todos los DTC y
todos los canceres de tiroides pobremente diferenciados y no diferenciados o
anaplasicos no concentran yodo radioactivo, y en consecuencia tienen un mal
pronostico (46-48).

Una disminucion en la capacidad de captar yoduro ha sido asociada con algunos de
los canceres tiroideos, produciéndose la aparicién de nédulos “frios”. Esta ahora
bien establecido que las células cancerosas de tiroides presentan niveles menores
de mRNA de NIS gque el tejido normal, pudiendo explicar la disminucién en la
captacion de yoduro. En varias de las primeras publicaciones sobre NIS se reporto
una baja expresion de la proteina en tejidos tumorales de tiroides (49-51),
confirmando la correlacion esperada entre los bajos niveles de mRNA de NIS, de la

proteina y de la captacion de yoduro.

La clonacién de NIS ha permitido la utilizacion de este transportador en terapia
génica, ya sea como marcador en imagenologia no invasiva 0 como gen suicida
asociado a técnicas de radioterapia metabdlica (8, 9, 18). Los avances en terapia
génica han permitido la transferencia de NIS a otros tipos de células tumorales, por
medio de vectores basados en retrovirus (20), adenovirus (19), lentivirus (21) y
baculovirus (23), y la induccion de tumores en modelos in vivo, alcanzado con ello,
importantes efectos terapéuticos que han permitido expandir la utilidad de estos

tratamientos a tumores que no son de origen tiroideo. Asi mismo, este tipo de
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aproximaciones experimentales han mostrado ventajas adicionales a los
tratamientos convencionales, como la reduccion de la toxicidad extratumoral y la
expresion selectiva y tejido-especifica del gen requerido (23, 52). En un estudio
reciente se reporta que un nuevo ortopoxvirus quimérico CF33-hNIS es capaz de
infectar, replicar y eliminar células de cancer de colon e inducir una regresion
sostenida del tumor in vivo (53). Son y colaboradores exploraron un método de
transferencia de la proteina NIS usando vesiculas extracelulares a células de
carcinoma hepatocelular (HCC), lo cual incrementa la captacion de yoduro
radioactivo y la citotoxicidad (28). También se reportaron ensayos clinicos con
promisoria actividad biolégica que usan la cepa de la vacuna del virus del sarampion
del linaje Edmonston (MV-Edm) que preferencialmente infecta y lisa una amplia
variedad de células cancerosas (54). La aplicacion exitosa de estas estrategias
podria revertir tumores no captadores en tumores radiosensibles.

Con el fin de analizar la evolucion y efectividad del tratamiento radioterapéutico a
base de yoduro radioactivo, el Grupo TIRO de la Universidad de Niza utilizo la
técnica de transfecciéon para introducir el gen de NIS en células de carcinoma de
colon (HT29) e inducir con ellas tumores en ratones. El rastreo de las células
transfectadas inoculadas en el ratdn se hizo por técnicas de imagenologia SPECT
en pequefios animales e inmunohistoquimica. Las imagenes SPECT obtenidas
evidencian la existencia de zonas heterogéneas en la incorporacion del
radiotrazador °*™Tc en estos tumores inducidos. En la parte externa del tumor se
observa una mayor captacion del °°®™Tc y por tanto una alta expresion de la proteina
NIS, mientras que en la parte interna se observa una menor o nula captacion de
este y una disminucibn de la expresibn de NIS (Figura 1A). En la
inmunohistoquimica (Figura 1B) se puede observar alta expresion de la proteina en
la periferia del tumor y una reduccion de la expresion en la parte interna del tumor,
con una expresion minima hacia el centro del tumor. Se ha reportado que la terapia
de yoduro radioactivo depende de la habilidad de los tumores de tiroides para
acumular yoduro radioactivo, el cual es dependiente de la expresion de NIS

funcional en la membrana plasmética (55).
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Figura 1. Imagen SPECT/CT *"™Tc pertecnetato (TcOs) representativa del andlisis de
la expresién de NIS en tumores subcutaneos generados con células HT29NIS en
modelos murinos. A. Tumor subcutaneo inducido en ratones con células de céancer de
colon. Inoculacion de células HT29-mNIS (2x10°) en ratones desnudos NOD SCID. Se hace
el seguimiento 27 dias posinfeccién por inoculacion intraperitoneal de °°"Tc mediante
técnicas de imagenologia en pequefios animales SPECT/CT. B. Deteccién de la proteina
NIS por inmunohistoquimica (ICH) en tumor subcutaneo inducido en ratones con células de
cancer de colon HT29NIS. Se observa alta expresion de NIS en la periferia del tumor (A) y
una reduccién de la expresion en la parte interna (B), con minima expresion en la parte

central del tumor (C).
Estas observaciones sugieren la busqueda de nuevas estrategias que incrementen

la expresion funcional de NIS en células tumorales con el fin de aumentar la

captacion de yoduro y reducir el crecimiento de células tumorales. Por ejemplo, Kim
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YH y colaboradores demuestran que la funciéon de NIS como gen reportero y gen
terapéutico se puede hacer mas eficiente cuando se optimiza su secuencia
codificante, reemplazando los codones del DNA de NIS silvestre por nuevos
codones que tienen mayor uso en la traduccion de genes de humanos (56). Esta
optimizaciéon de codones incrementa los niveles de expresion de la proteina NIS y
la captacién de yoduro radioactivo reduciendo el tamafio de tumores inducidos en
ratones (56). También, se han reportado estudios con células tumorales de tiroides
in vivo e in vitro usando inhibidores de algunas vias de sefializacién oncogénicas,
donde se ha logrado obtener un incremento de la expresion de NIS, y su posterior
habilidad para captar yoduro (57-59). Asi mismo, se ha reportado en células de
cancer menos diferenciadas la restauracion de la expresion de NIS por agentes que
inducen diferenciacion, actuando por mecanismos genéticos o epigenéticos (57,
60), o aumentando la captacion de yoduro mediante estimuladores que potencian
la translocacion de NIS (61). En un estudio se muestra que la inhibicién de la via
MAPK con selumetinib puede regenerar la eficacia terapéutica del yoduro
radioactivo aumentando la captacion en pacientes con cancer de tiroides que eran
resistentes (62). Feng y colaboradores encontraron que, en células de cancer de
tiroides, la pérdida de PTEN, una alteracién somatica comun y la sobregulacion de
la via de sefializaciéon PI3K/AKT/mTOR encontrada en mdltiples tipos de cancer,
probablemente inhibe la glicosilacién de NIS y dafa la localizacién en la membrana
de NIS, resultando en un incremento de NIS citoplasmatico (63, 64). Estos hallazgos
suministran bases promisorias para continuar la investigacion en las terapias
basadas en NIS para aquellos tumores que son resistentes a los tratamientos,
sugiriendo el desarrollo de terapias que vayan mas alla de solo intentar el

incremento de los niveles de NIS.
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2.3. MICROAMBIENTE TUMORAL

Los tumores no pueden ser considerados como simples grupos de células que
crecen indiscriminadamente. Al contrario, estos son altamente complejos, formados
por diferentes tipos celulares, que estan en constante comunicacién, modulan las
funciones de las células vecinas e interactian con el medio circundante, tomando y
secretando diferentes componentes claves para su proliferacion y crecimiento.
Muchos tumores son histopatolégicamente diversos, conteniendo regiones
demarcadas por varios grados de diferenciacion, proliferacion, vascularizacion,
inflamacion, y/o invasividad (65).

El microambiente tumoral esta formado por células cancerosas y células no
cancerosas, como las células endoteliales y los pericitos que son de gran
importancia al ser responsables de la formacion y funcién de vasculatura tumoral
(66); células del sistema inmune, que pueden proporcionar un compartimento
inmunosupresor y promotor del crecimiento (67), fibroblastos asociados a cancer
(CAFs por su sigla en inglés) que tienen un fenotipo diferente al de los fibroblastos
del tejido normal incrementan la expresion de proteinas de la matriz extracelular
(ECM por su sigla en inglés) y la secrecion anormal de enzimas proteoliticas que
degradan la matriz y factores de crecimiento solubles, lo cual podria facilitar el
potencial invasivo y la metéstasis de las células tumorales (68-70). La ECM
proporciona la organizacion tridimensional y la arquitectura de una masa tumoral,
gue, a diferencia de la matriz normal, normalmente esta enriquecida en varias
proteinas, como el colageno tipo | y las glucoproteinas altamente glucosiladas,
como los proteoglicanos. También en el microambiente tumoral se pueden
encontrar adipocitos asociados con el cancer (CAAs por su sigla en inglés) que
promueven el crecimiento y desarrollo de tumores, secretando mediadores
antiinflamatorios que evitan la respuesta antitumoral de las células del sistema
inmune. Aunque no se conoce bien la influencia directa de los adipocitos en la

progresion tumoral, se sabe que la interaccién del tejido adiposo en las células
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tumorales conduce a un mal prondstico, principalmente debido a sus diversos
componentes (71). Los fibroblastos, adipocitos, macréfagos, células del sistema
inmune, células endoteliales y la ECM son los componentes principales del estroma,
los cuales han alterado sus funciones para permitir que los tumores invadan tejidos
y progresen. Ademas, el estroma tumoral regula la sefalizacion celular y actia

como un reservorio de factores de crecimiento. (65, 72).

Por otra parte, se tiene evidencia de la existencia de una nueva dimension de la
heterogeneidad intratumoral, una subclase de células neoplasicas dentro de los
tumores, llamadas células madre tumorales (cancer stem cells, CSCs por su sigla
en inglés). Las CSCs son constituyentes comunes en muchos tumores y estan
presentes con variada abundancia (73-76). Se ha sugerido que las CSCs son mas
resistentes a los tratamientos quimioterapéuticos comunmente usados (31, 77), lo
cual puede explicar la recurrencia de la enfermedad después de tratar tumores
soélidos con radiacion y varios quimioterapéuticos. La existencia de las CSCs puede
explicar ciertas formas de latencia de los tumores, que perduran por afios después
de reseccidbn quirdrgica o radio/quimioterapia que suUbitamente generan
enfermedad. Las CSCs pueden representar una doble amenaza, la primera, las
CSCs son mas resistentes a las terapias y la segunda, estan dotadas con la
habilidad para regenerar el tumor una vez la terapia se deja de aplicar. Estas
caracteristicas de las CSC puede estar relacionada con poblaciones de estas
células que se encuentran en estado quiescente (GO) y se les conoce como células
madre quiescentes no proliferativas, las cuales al parecer, tienen la habilidad de
detectar cambios en el microambiente y responden activando nuevamente el ciclo
celular a través de mecanismos transcripcionales y postranscripcionales que estan
bajo estudio (76, 78).

Adicional a estas observaciones, también se ha reportado que en la periferia de los
tumores se presentan zonas mas vascularizadas y por tanto mas oxigenadas que

favorecen el suministro de nutrientes que permiten el crecimiento del tumor, estas
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zonas constan principalmente de células proliferantes que se encuentran en division
activa a través del ciclo celular. Hacia el interior del tumor se encuentran zonas
menos vascularizadas y por tanto menos oxigenadas y con menor suministro de
nutrientes, estas zonas estan conformadas en su mayoria de células quiescentes
las cuales escapan del ciclo celular y entran en un estado de reposo reversible no
proliferativo (G0). Coller y colaboradores concluyen en su trabajo que la quiescencia
no es un unico estado, sino mas bien es un conjunto de estados que son
determinados por la sefal de iniciacién; que es posible identificar genes que son
universalmente caracteristicos del estado quiescente (independientes de la sefal),
lo que implica la existencia de un programa de quiescencia y que la quiescencia es
funcionalmente diferente de la detencidn del ciclo celular (29). El estado quiescente
no es pasivo, las células en estado quiescente estan listas para activacion por
mecanismos especificos favorables energéticamente que son compatibles con el
bajo estado metabdlico de la quiescencia y que permiten una rapida y global
respuesta necesaria para la activacion. Uno de los ejemplos de regulacion del
estado quiescente esta dado por los miRNAs los cuales ejercen su efecto regulatorio
a nivel postranscripcional (79, 80). A estas células se les atribuye en parte la
resistencia que presentan los tumores a los tratamientos tanto quimio como
radioterapéuticos, que luego mediante el estimulo adecuado reingresan en el ciclo
celular y se convierten en proliferantes dando lugar a la expansion de las células
tumorales y a metastasis (29, 30, 76). Las caracteristicas comunes de las células
madre y las células cancerosas proporcionan los componentes basicos para el
mantenimiento y la supervivencia del cancer, desde la autorrenovacion y la potencial
diferenciacion hasta la organizacion de microambientes que soportan la

pluripotencialidad (stemness) (76).

La composicién del microambiente tumoral es altamente variable, se presentan
diferencias entre pacientes y diferencias entre areas del mismo tumor. El
microambiente tumoral es a menudo alterado mientras la enfermedad progresa (81).

Las condiciones que comunmente se encuentran en el microambiente tumoral son:
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bajos niveles de oxigeno (hipoxia), condiciones acidas (pH bajo) y niveles bajos de
glucosa. Ademas, ocurre una muerte celular masiva, resultando en la liberacién de
proteinas y otras moléculas al microambiente (82). La distribucion gradual y local de
estas condiciones del microambiente en la masa tumoral contribuye a otra
caracteristica muy importante del cancer, que es, la heterogeneidad intratumoral,
gue representa un obstaculo importante para el perfil molecular del tumor a gran

escala y al tratamiento exitoso de pacientes con cancer (83).

La hipoxia se caracteriza por bajos niveles de oxigeno dentro de los tumores soélidos
como resultado de la formacién anormal de vasos sanguineos, perfusion sanguinea
defectuosa y una proliferacion ilimitada de las células cancerosas (84). El acceso
al oxigeno es fundamental para la mayoria de los organismos, de forma tal que las
fluctuaciones en los niveles de este gas han obligado a los organismos
multicelulares a responder y adaptarse a estos cambios a través de elaborados
mecanismos moleculares que han evolucionado con el tiempo. La hipoxia genera
gradientes de oxigeno intratumorales, contribuyendo a la plasticidad vy
heterogeneidad de los tumores y promoviendo un fenotipo mas agresivo y
metastasico. En este proceso, el sello distintivo fundamental, es el incremento de la
expresion del factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a por su sigla en inglés) (85).
HIF-1a orquesta la activacion de genes que regulan la glucdlisis, el transporte de
glucosa, los reguladores de acidosis, la angiogénesis, entre otros (86). Cuando el
oxigeno se vuelve limitante, las células responden cambiando su metabolismo
celular hacia el bajo consumo de oxigeno y minimizando la influencia de los
radicales libres de oxigeno (ROS por su sigla inglés); como consecuencia, se
presenta una disminucién en la fosforilacion oxidativa y un incremento en la
dependencia de la glicdlisis como fuente primaria de produccion de ATP (87). Entre
los cambios moleculares mas importantes que buscan contrarrestar los efectos
deletéreos de los bajos niveles de oxigeno se encuentran: el aumento en la
expresion de genes que codifican para enzimas glicoliticas y transportadores de

glucosa que permiten el cambio hacia la via glucolitica; factores de transcripcion
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gue expresan enzimas encargadas de regular el estrés oxidativo; factores
angiogénicos que promueven la formacién de nueva vasculatura para incrementar
la oxigenacion; y oncoproteinas, que le dan a las células tumorales hipoxicas
ventajas en su crecimiento (88).

Debido a los cambios en los niveles de oxigeno, las células cancerosas pueden
cambiar su metabolismo energético. El efecto Pasteur se observa en niveles
normales de oxigeno, lo que resulta en la activacion de fosforilacién oxidativa y la
inhibicion de la glucdlisis. Sin embargo, las células cancerosas desarrollan un
mecanismo de escape inducido por hipoxia, que cambia la fosforilacion oxidativa a
glucdlisis (también conocido como el efecto Warburg) para apoyar la alta
proliferacion (89). Esta reprogramacion del metabolismo energético inducida por
hipoxia le suministra a las células tumorales combustible para el crecimiento y
division celular. Bajo condiciones aerdbicas las células normales transforman la
glucosa a piruvato en el citosol mediante glucélisis y luego a dioxido de carbono en
la mitocondria; bajo condiciones anaerodbicas, la glicélisis es favorecida y
relativamente poco piruvato es enviado a la mitocondria, lo que provoca su
reduccion a lactato. Otto Warburg fue el primero en observar alteraciones en el
metabolismo energético celular en cancer (90, 91) y en demostrar que, incluso en
la presencia de oxigeno, las células cancerosas reprograman su metabolismo, y por
tanto su produccidon de energia, limitando su metabolismo energético en gran
medida a la glicdlisis (glicdlisis aerobia) o fermentacion lactica. Para ello, estas
células sobreexpresan transportadores de glucosa como GLUTL1 (92-94) y mdltiples
enzimas de la via glucolitica (92, 93), lo que incrementa el transporte de glucosa

dentro del citoplasma y la eficiencia de la via metabdlica.

En algunos tumores se sugiere la presencia de al menos dos subpoblaciones de
células cancerosas que difieren en las vias de generacién de energia. Una
subpoblacion consiste de células que dependen de glucosa (efecto Warburg) y que
secretan lactato, una segunda subpoblacion que utiliza el lactato producido por sus

vecinas como fuente principal de energia, a través de la oxidacion completa del
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piruvato en la respiracion celular (95-97). En los tumores se pueden identificar zonas
hipéxicas y zonas con mayor disponibilidad de oxigeno. Las condiciones de
normoxia e hipoxia no son estaticas, hay una fluctuacion temporal y regional
probablemente como resultado de la inestabilidad y organizacién cadtica de la
neovasculatura asociada al tumor (98). Se ha establecido que variaciones en la
perfusién y vascularizacion en los tumores modulan el metabolismo energético en
las células de cancer y una inadecuada vascularizacion puede resultar en hipoxia,
activando el sistema de respuesta HIF-1a, el cual entre sus multiples efectos puede
estimular la glicolisis aerobica, favoreciendo la supervivencia y proliferacion en estas

condiciones (97).

Las células tumorales generan productos metabdlicos acidos, incluyendo acido
lactico, protones y diéxido de carbono. Para contrarrestar la acumulacién de estos
metabolitos &cidos y evitar acidosis intracelular prolongada, las células activan
constituyentes de la maquinaria regulatoria de pH, incluyendo intercambiadores
ibnicos como la isoforma 1 del intercambiador de Na*/H* (NHE1) que es una
proteina ubicua de la membrana plasmatica que regula el pH intracelular mediante
la eliminacion de un proton en intercambio por sodio extracelular (99) y
transportadores de monocarboxilato acoplado a protones como MCT4 que media
principalmente el flujo de salida de lactato de las células hiperglicoliticas y esta
regulado por hipoxia (100), muchos de estos constituyentes y sus reguladores son
moléculas sensibles al pH que se activan una vez el pH intracelular (pHi) alcanza
valores acidos incompatibles con las reacciones biosintéticas y con los procesos de
sefalizacion (101). Debido a que las células tumorales se pueden adaptar, la
acidosis las dota de una ventaja selectiva sobre las células normales que favorece
su expansion y diseminacion y las hace quimo/radioresistentes, suprime la
respuesta inmune de linfocitos T citotoxicos (CTL), induce respuesta inmune innata
e inflamacion, favorece la angiogénesis, la invasion y esta asociada con fendbmenos
de aneuploidia, tasa de mutaciéon, autofagia (102), supervivencia, y migracion

celular entre otras (103).
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Las células cancerosas exhiben niveles persistentemente altos de ROS como
consecuencia de la inestabilidad genética y metabdlica asociada al microambiente
tumoral. Estos altos niveles de ROS se compensan con una mayor capacidad
antioxidante de las células cancerosas (104). Las ROS juegan un papel importante
en la tumorigénesis y afectan multiples procesos bioldgicos como la proliferacion
celular, la inestabilidad gendémica, la inflamacién, la resistencia a la apoptosis y la
reprogramacion metabdlica (105). En general, la baja concentracion de ROS actla
como mitdégeno y promueve la proliferacion y supervivencia celular, mientras que la
concentracion intermedia conduce a una detencidn transitoria 0 permanente del
ciclo celular e induce la diferenciacion celular. A altas concentraciones, ROS puede
producir dafio oxidativo, especialmente en el ADN, causando mutaciones que
eventualmente conducen al cancer (104). La generacion de ROS es un evento que
se exacerba luego de la hipoxia y uno de los mecanismos mas importantes por el
cual las células de mamiferos pueden detectar y adaptarse al estrés quimico y
oxidativo, lo constituye el sistema del factor nuclear Nrf2 (erythroid 2-related factor
2)/Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1) (104, 106-108). Normalmente,
Keapl secuestra a Nrf2 y lo marca para ubiquitinacion en el citoplasma con lo cual,
promueve su degradacion en el proteosoma (109). En respuesta al estrés oxidativo,
la interaccion entre Nrf2 y Keapl se pierde resultando en la estabilizacion y
acumulacion nuclear de Nrf2 (110), en donde interactia con elementos de respuesta
antioxidante (ARE) en la regién promotora de una serie de genes que codifican para
enzimas detoxificantes de fase 2 (glutation S transferasa y NAD(P)H quinona
oxidoreductasa), proteinas antioxidantes (enzimas para la sintesis de glutation) y
transportadores (ej. ABCC2, ABCC3, ABCG2 and xc- subunit), entre otros (111-
114).

En muchos canceres humanos, se pierde la naturaleza transitoria e inducible del
sistema Keapl-Nrf2. Nrf2 se estabiliza de manera persistente, lo que resulta en una

mayor amplitud y duracién de la via de activacion de Nrf2. La activacion de la via
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Nrf2 promueve la tumorigénesis al permitir una proliferacion agresiva y metastasis
(115, 116) y conferir resistencia terapéutica a los estandares actuales de atencion,
incluyendo quimioterapia e inmunoterapia (117, 118). Estas células cancerosas son
altamente dependientes de la actividad de Nrf2 para su supervivencia y
proliferacion, un estado denominado adiccién a Nrf2 (119, 120). En algunos tipos de
cancer se han encontrado niveles elevados de Nrf2, como el de cabeza y cuello
(121), vesicula (122), pulmon (123) y pancreas (124). Varios estudios han
demostrado que la adiccion a Nrf2 de las células cancerosas esta respaldada por
actividades metabdlicas uUnicas (115). Por lo tanto, los canceres adictos a Nrf2
adoptan un metabolismo altamente especializado que favorece la sintesis de
glutation que es esencial para la potente capacidad antioxidante y de
desintoxicacion, que no se puede lograr con un simple activacion de Nrf2 (125).
Mientras que Nrf2 contribuye principalmente a la funcién antioxidante y a la
desintoxicacion en células quiescentes normales, en células proliferantes Nrf2
contribuye a la reprogramacion del metabolismo, facilitando la via de las pentosa
fosfato y la sintesis de serina (126). El incremento en la sintesis de nucleotidos de
purina a través de la via de las pentosas fosfato resulta ventajoso para la
proliferacion celular y la tumorigénesis de células cancerosas adictas a Nrf2 (126).
Esto indica que la desregulacion del sistema Nrf2/Keapl, podria proteger a las
células contra los efectos deletéreos del estrés oxidativo, confiriendole a su vez,
propiedades de mejoramiento de la proliferacién y un fenotipo resistente a drogas y
a los efectos de la radiacion ionizante (127, 128). En ciertos tipos de cancer; Nrf2
actuaria entonces como un “arma de doble filo” (129) y que lo convierte en un blanco

de estudio para incrementar la efectividad de los tratamientos contra el cancer.

Todos los aspectos que hacen parte del microambiente tumoral tratados aqui
influyen en los diferentes tratamientos antitumorales, afectando su efectividad y
reduciendo el prondstico de supervivencia de los pacientes con cancer. Por lo tanto

se deben tener en cuenta a la hora de analizar posibles estrategias tanto de
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diagnéstico como de tratamiento. En nuestro trabajo se propone el andlisis in vitro
de dos aspectos claves del microambiente tumoral como son la hipoxia y la
heterogeneidad celular y su influencia en la expresién de la proteina NIS, la cual

tiene un futuro promisorio en el diagndstico y tratamiento antitumoral.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la hipoxia y la heterogeneidad celular (células en estado
proliferativo o quiescente) sobre la actividad de la proteina NIS en un modelo in vitro
de células de adenocarcinoma de colon establemente transfectadas con el gen de
la proteina NIS (HT29NIS).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Identificar el efecto de la hipoxia y los cambios en la proliferacion celular sobre

la expresién, localizacion y funcién de la proteina NIS en el modelo in vitro.

3.2.2. Identificar cambios en la captacion de glucosa y en la expresion de genes
claves del metabolismo glucolitico en el modelo in vitro, inducidos por los cambios

en la proliferacion celular y la hipoxia.
3.2.3. Estudiar la produccién de ROS y la activacion de la via de respuesta a estrés

celular Nrf2 en el modelo in vitro, asociados a los cambios en la proliferacion celular

y la hipoxia.
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3.2.4. Identificar cambios en el comportamiento metabdlico debidos a la transfeccién
del gen de NIS en células HT29WT.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Como aspectos del microambiente tumoral como la hipoxia y la heterogeneidad

celular afectan la actividad de la proteina NIS?
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5. CAPITULO |I: EFECTO DE LA HIPOXIA Y LA HETEROGENEIDAD CELULAR
(CALULAS EN ESTADO PROLIFERATIVO O QUIESCENTE) SOBRE LA
EXPRESION, LOCALIZACION Y FUNCION DE LA PROTEINA NIS

5.1. OBJETIVO

Identificar el efecto de la hipoxia y los cambios en la proliferacién celular sobre la

expresion, localizacién y funcion de la proteina NIS en el modelo in vitro.

5.2. METODOLOGIA

Se describe la metodologia propuesta que pretendia imitar in vitro las condiciones
microambientales que determinan la heterogeneidad tumoral que se encuentra en
los tumores in vivo, como las relacionadas con la variacion en la concentracion de
oxigeno y las diferencias en el estado celular de las subpoblaciones celulares
(células proliferantes y quiescentes). Se utiliz6 como modelo de estudio la linea
celular HT29NIS, y su linea de origen HT29WT (wild type por su sigla en inglés)
como control, para analizar los efectos potenciales ligados a la expresion de NIS.
Las células se cultivaron en condiciones de hipoxia (1% de Oxigeno por 24 h) o
normoxia (21% de oxigeno por 24h), para analizar las condiciones mas extremas
de variacion en la oxigenacion tumoral. De igual forma se realiz6 una comparacion
entre células proliferativas, las cuales tiene una tasa normal de division celular y
células quiescentes que corresponden a células en estado de reposo reversible no
proliferativo, para intentar imitar la heterogeneidad celular normalmente presente en
el tumor. Se analizaron las diferencias en la expresion, localizacion y funcién de la

proteina NIS.
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5.2.1. Cultivo celular

En este estudio se utilizaron como modelos la linea celular HT29WT (ATCC HTB-
38, LGC Standards, Molsheim, Francia), derivada de carcinoma de colon, y la linea
HT29NIS, que corresponde a un clon de la linea HT29WT establemente
transfectado con el vector de expresiéon eucariético pcDNA3.1-mNIS (NIS de ratdn)
(4). Los clones estables fueron seleccionados tres dias después de la transfeccion
adicionando al medio geneticina (G418, Disulfate salt solution, Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, Francia). Se verificO la expresion de NIS en los clones
establemente transfectados mediante la captacion 2%, se hicieron andlisis por
western blot y experimentos de inmunotincién, que mostraron una alta localizacion
de la proteina NIS en la membrana plasmatica. Se seleccioné un clon de HT29NIS
para los experimentos de toma de imagenes in vivo (130, 131).

Las dos lineas celulares HT29WT y HT29NIS se cultivaron en medio de cultivo
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s medium, Gibco 31966-021), suplementado
con 10% de suero fetal bovino (FBS, Fetal Bovine Serum, PAA, Gold A11-151), 10
mM L-glutamina y 0.01 mg/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco, Thermo Fischer
Scientific, Courtaboeuf, Francia) en una atmdésfera hUumeda con 5% de CO2. A la
linea HT29NIS se adicioné 0.2 mg/mL del antibiético G418, para mantener la
seleccion del clon transfectado de HT29NIS como fue descrito previamente por

Richard-Fiardo y colaboradores (130).

5.2.2. Células proliferativas y quiescentes

Las células proliferativas se obtuvieron sembrando 2x10° células de las lineas
HT29WT y HT29NIS (confluencia ~10%) con medio DMEM suplementado con FBS
al 10% por 24h en cajas de Petri de 10 cm. Las células quiescentes se obtuvieron
sembrando 10x10° células de las lineas HT29WT y HT29NIS (confluencia ~50%)
con medio DMEM suplementado con FBS al 0.1% por 48h, también en cajas de
Petri de 10 cm (29).

38



5.2.3. Induccién de hipoxia

Las células se crecieron en condiciones de hipoxia (1% de oxigeno por 24 horas en
la cdmara de hipoxia 200 INVIVO2 Hypoxia Workstation, Ruskinn Technology Ltd,
UK) o normoxia (21% de oxigeno), para imitar las condiciones de oxigenacion

variable en los tumores.

5.2.4. Ensayos de viabilidad celular

Para determinar el efecto de la hipoxia y la heterogeneidad celular sobre la viabilidad
de las células HT29NIS y HT29WT, se utilizo la técnica de tincién con Azul de Tripan
(Gibco 15250-061), el conteo celular se realiz6 en la cAmara de Neubauber como lo
describe Sabit y colaboradores (132). Resumiendo, la suspension celular se diluyo
1:10 con el colorante, se incub6é por 3 minutos y luego se cargd en la camara
Neubauber. Las células se contaron bajo el microscopio invertido. Las células
brillantes no coloreadas se consideraron viables, mientras que las células tefiidas

de azul se consideraron muertas.

5.2.5. Analisis de la expresion de la proteina NIS

Las variaciones en la expresién de la proteina NIS, en el modelo in vitro, se
determinaron por Western Blot, y los posibles cambios en su localizacion subcelular
se determinaron por inmunofluorescencia. Para la realizacién del western blot se
prepararon los extractos proteicos totales de células HT29WT y HT29NIS
proliferantes y quiescentes bajo normoxia e hipoxia usando el buffer de lisis RIPA
(10mM tris-HCI, 150mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, en
presencia de inhibidores de proteasa cOmplete (Sigma-Aldrich)), los extractos
proteicos se cuantificaron usando el método de Bradford (Protein Assay Dye
Reagent Concentrate Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, Francia), se midi6 la
absorbancia a 600 nm en el espectrofotometro (Eppendorf Biophotometer,

Hamburg, Germany). Se corrieron geles de electroforesis SDS-PAGE al 10%, se
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cargaron 40ug de proteina por pozo, se transfirieron las proteinas a la membrana
PVDF (Dry iBLOT2 blotting system y Regulate Novex PVDF Stacks, ref 1B24001,
Life Technologies, USA). Las membranas se saturaron por 45 minutos en buffer de
bloqueo (2g/L I-Block, Thermo Fisher Scientific) y luego se incubaron por 2h a
temperatura ambiente con el anticuerpo primario. La inmunodeteccion de NIS fue
realizada usando el anticuerpo policlonal casero 25 diluido (1:2000) (133). Como
control de carga se detectd p-actina usando un anticuerpo monoclonal anti--actina
producido en ratén (Sigma A5316). Los anticuerpos primarios fueron diluidos en
PBST (PBS1X (Gibco 14190-094), 0.05% v/v de Tween 20) con leche al 5 % (anti-
NIS 1:2.000 y anti-B-actina 1: 7.500). Los blots fueron lavados en PBST, un lavado
rapido, y 5 lavados de 10 minutos cada uno para remover uniones inespecificas.
Los anticuerpos secundarios conjugados a HRP (Horseradish Peroxidase) y sus
diluciones fueron: para la deteccion de NIS se uso el anticuerpo de Pierce 31430
goat antimouse IgG (H + L) en dilucion 1:10.000 en PBST con leche al 5% y para la
deteccién de B-actina se uso el anticuerpo de Pierce 31460 goat anti-rabbit IgG (H
+ L) en dilucion 1: 5.000 en PBST con leche al 5%. Los blots fueron incubados con
los anticuerpos secundarios por 1 hora sobre plancha de agitacion a temperatura
ambiente y luego se lavaron con PBST como se describié para los anticuerpos
primarios. La inmunoreactividad fue detectada usando el kit ECL (GE Healthcare
RPN2232). Los westerns blots fueron analizados usando el equipo LAS-3000
(FujiFilm, Tokyo, Japan) para capturar imagenes de quimioluminiscencia. Luego los
westerns blots se cuantificaron usando el software Image J Version 1.50 g. Los
datos de cuantificaciébn son presentados como la relacion densitométrica de la
intensidad de las bandas de la proteina de interés (calculada por Image J) dividida

entre la intensidad de la banda de 3-actina.

5.2.6. Captaciéon de yoduro por la proteina NIS

Los cambios en la funcion de la proteina NIS se determinaron midiendo los niveles

de captacion de yoduro, utilizando un radiois6topo de yoduro (2°1) como marcador.

40



Células HT29WT y HT29NIS proliferantes y quiescentes bajo normoxia e hipoxia se
incubaron por 30 minutos en medio de cultivo suplementado con 30 uM de Na'?®|
(50Ci/mol Perkin EImer Courtaboeuf, Francia). La captacion de yoduro fue detenida
adicionando medio de cultivo DMEM frio (previamente incubado a 4°C), seguido de
dos lavados con el mismo medio frio. Las células fueron permeabilizadas con etanol
90% frio (previamente incubado a 4°C) y la radioactividad de cada muestra se mide
en un contador gamma (y) (BioTraces, Herndon, Virginia, USA). Para verificar que
la captacién de yoduro se realiz6 a través de la proteina NIS, se determinaron los
niveles de captacion de %° en las lineas celulares cultivadas en presencia de
perclorato de sodio (NaClO4, Sigma 410241), un conocido inhibidor competitivo de

esta proteina.

5.2.7. Localizacion subcelular de la proteina NIS

La localizacion subcelular de la proteina NIS se realizO mediante
inmunofluorescencia. Para este ensayo se usaron células HT29NIS proliferativas y
guiescentes en condiciones de normoxia e hipoxia, como control se usaron células
HT29WT. Las células se cultivaron sobre cubreobjetos (coverslips) bajo las
condiciones mencionadas arriba, después del periodo de incubacion fueron lavadas
con PBS1X, se fijaron en PBS1X con paraformaldehido al 2% y glutaraldehido al
0.02% por 20 minutos a temperatura ambiente, luego se permeabilizaron con Triton
X-100 al 0.1% en metanol al 1% por 5 minutos a temperatura ambiente. Para evitar
la autofluorescencia, las células se incubaron con cloruro de amonio 50mM (NH4Cl).
Las células se lavaron e incubaron por 30 minutos en PBS que contiene albumina
sérica bovina 1% (BSA por su sigla en inglés) por 30 minutos a temperatura
ambiente sin agitacion. Las células se lavaron con PBS1X, se incubaron con el
anticuerpo primario para NIS (anticuerpo casero 25; dilucion 1:1000) (133), toda la
noche a 4°C, luego se lavaron con PBS1X, se incubaron con el anticuerpo
secundario fluorescente Alexa Fluor 488 (Invitrogen A11001; dilucién 1:1000)

protegidas de la luz, luego, se lavaron con PBS1X. Para tefir los nucleos se
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incubaron con Hoechst 33342 por 1 minuto en oscuridad, se lavaron con PBS1X,
luego, se adicion6 fluoromount (Sigma F4680) como medio de montaje y se dejaron
secar por 1 hora, finalmente, las células fueron analizadas en el Cytation 3 imaging

reader (BioTek instruments, Inc.).

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Establecimiento de las condiciones in vitro que imitan el microambiente
tumoral

En este estudio se usa como modelo la linea celular HT29NIS la cual corresponde
aun clon de lalinea HT29WT establemente transfectada con el gen de NIS de raton.
Como se describio en la metodologia, las células HT29NIS y HT29WT se cultivan
en confluencias de 10% y 50% y en concentraciones de suero fetal bovino de 0.1%
y 10% para tener los estados proliferativos y quiescentes respectivamente. Se
cultivan en concentraciones de oxigeno de 21% y 1% para ajustar las condiciones

de normoxia e hipoxia respectivamente.

5.3.2. Determinacion de la viabilidad celular en las condiciones establecidas

Con el fin de analizar el efecto de las condiciones de cultivo en la viabilidad celular
se utilizé la técnica de tincion con azul de tripdn y el conteo en la camara de
Neubauer. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 2, donde se detecta
una reduccion significativa de la viabilidad (19%) para las células HT29NIS
quiescentes en hipoxia. Para las otras condiciones utilizadas en el estudio no se

observan cambios significativos.
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Figura 2. Porcentaje de viabilidad de células HT29WT silvestres y HT29NIS
proliferativas y quiescentes bajo normoxia e hipoxia. Los resultados mostrados
corresponden al promedio £ SD (n=3). Las diferencias significativas corresponden a un *p
<0.05. El analisis estadistico fue realizado usando el programa SPSS 20 mediante ANOVA
de un factor seguido por el método Posthoc-Bonferroni de comparacion multiple de medias.

5.3.3. Efecto de la heterogeneidad celular y la hipoxia en la expresiéon de la
proteina NIS

Para evaluar el efecto de la heterogeneidad celular y de la hipoxia en la expresion
de la proteina NIS se realiz6 Western Blot a partir de extractos proteicos totales
obtenidos de células HT29NIS proliferantes y quiescentes sometidas a normoxia e
hipoxia. Se encuentra que la expresién de la proteina NIS se reduce (1.5 veces) en
células HT29NIS proliferantes en hipoxia comparado con las células proliferantes
en normoxia (Figura 3). La disminucion relacionada a la condicion de hipoxia fue
ligeramente mas importante (1.7 veces) en células quiescentes. No se encontraron
diferencias significativas entre células proliferativas y células quiescentes. Estos
resultados indican gque la hipoxia, pero no la quiescencia induce una disminucion de

la expresion de la proteina NIS en células HT29NIS.

43



B-Actin 42KDa L —“_
NIS100kDa | S e oy ‘e

2

_*
0 I I I I
- + - +

Hypoxia

Densitometric ratio
NIS/B-.actin

e r» pr

00 N [«)]

o
~
=3

Cell state Proliferative Quiescent
Cell Line HT29NIS

Figura 3. Andlisis de la expresion de NIS en células HT29NIS proliferativas vy
quiescentes bajo normoxia e hipoxia mediante western blot. Los resultados mostrados
corresponden al promedio + SD (n=3). Las diferencias significativas corresponden a un * p
<0.05. El andlisis estadistico fue realizado usando el programa SPSS 20 mediante ANOVA

de un factor seguido por el método Posthoc-Bonferroni de comparacién multiple de medias.

5.3.4. Efecto de la heterogeneidad celular y la hipoxiaen la actividad captadora
de yoduro de la proteina NIS

Para determinar la actividad de la proteina NIS, se analiz6 la capacidad captadora
de yoduro en las células HT29NIS proliferativas y quiescentes en normoxia e
hipoxia. Como se muestra en la figura 4, la hipoxia reduce significativamente
(50.4%) la capacidad captadora de yoduro de las células proliferantes. Ademas, las
condiciones de quiescencia utilizadas en este estudio inducen también una
disminucién (54%) de la captacion de yoduro en normoxia. Finalmente, la captacion
de yoduro fue fuertemente reducida (91 %) en las células quiescentes bajo hipoxia.

En conclusion, los resultados indican que la hipoxia y la quiescencia inducen
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deterioro de la capacidad captadora de yoduro de la proteina NIS en células
HT29NIS.
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Figura 4. Andlisis de la captacion de *?° por 1000 células (en desintegraciones por
minuto, DPM) de células HT29NIS proliferativas y quiescentes bajo normoxia e
hipoxia. Las células HT29WT que no expresan NIS son usadas como control negativo de
captacion y se uso el perclorato (NaClO4) como inhibidor competitivo de la proteina NIS.
Los resultados mostrados corresponden al promedio + SD (n=3). * Indica diferencias
significativas con un valor de p<0.05. El andlisis estadistico fue realizado usando el
programa SPSS 20 mediante ANOVA de un factor seguido por el método Posthoc-

Bonferroni de comparacion mdultiple de medias.
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5.3.5. Efecto de la heterogeneidad celular y la hipoxia en la localizacién
subcelular de la proteina NIS

Para determinar el efecto de la heterogeneidad celular y la hipoxia en la localizacion
subcelular de la proteina NIS, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia. En la figura 5
se muestra imagenes representativas que muestran los resultados obtenidos. Las células
HT29NIS proliferativas en normoxia (HT29NIS-NP) presentan alta expresion de la proteina
NIS localizada principalmente a nivel de la membrana citoplasmética, mientras que en las
células HT29NIS proliferativas en hipoxia (HT29NIS-HP), la proteina NIS fue localizada
predominantemente en el citosol y acumulada en éareas intracelulares. En células
guiescentes en normoxia (HT29NIS-NQ), la inmunotincién especifica de NIS fue distribuida
en el citosol de las células y principalmente sobre la membrana plasmética. Finalmente,
para las células quiescentes en hipoxia (HT29NIS-HQ), la proteina NIS se observa difusa
en el citosol y acumulada en areas intracelulares. Casi nada de inmunotincién especifica
para la proteina NIS fue observada en la membrana plasmatica. En conclusion, los
resultados indican que la hipoxia y la quiescencia alteran la localizacién subcelular de la
proteina NIS en células HT29NIS.

46



Hoechst NIS MERGE ZOOM

HT29WT
HT29NIS-NQ  HT29NIS-HP  HT29NIS-NP (CONTROL)

HT29NIS-HQ

Figura 5. Localizacion subcelular de la proteina NIS mediante inmunofluorescencia
en células HT29NIS proliferativas en normoxia (HT29NIS-NP), HT29NIS proliferativas
en hipoxia (HT29NIS-HP), células HT29NIS quiescentes en normoxia (HT29NIS-NQ) y
células HT29NIS quiescentes en hipoxia (HT29NIS-HQ). Como control negativo se
usaron células HT29WT que no expresan NIS. Se muestra imagenes representativas que

muestran los resultados obtenidos.

5.4. DISCUSION RESULTADOS

Desde hace décadas, la captacion de yoduro radioactivo mediada por NIS es una
herramienta terapéutica Util para las células metastasicas en el cancer de tiroides.

Estudios recientes sugieren que la radioterapia basada en NIS podria ser un
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enfoque muy prometedor para las terapias contra el cancer no tiroideo. A pesar de
estos usos clinicos de la captacién de yoduro mediada por NIS en cancerologia, los
efectos del microambiente tumoral sobre NIS son poco conocidos. Por lo tanto, en
este estudio, nosotros analizamos los efectos de la hipoxia y la quiescencia en la
actividad, expresion y localizacion subcelular de la proteina NIS. El modelo
propuesto esta basado en la linea celular de adenocarcinoma de colon HT29 (HTB-
38, ATCC), establemente transfectada con el gen de NIS de ratén (4), bajo el control
del promotor de citomegalovirus (CMV), incluido en el vector de expresion
eucariotico pcDNA3.1; este promotor es usado porque promueve alta expresion y
no es regulado por TSH. Adicionalmente, se tiene una expresiéon prolongada de NIS
gue es muy util para estudios de terapia, donde el efecto no se puede observar en
un corto tiempo. Ademas, este modelo permite el andlisis de la regulacion
postranscripcional de NIS, que puede afectar su traduccion, traslocacion y su
funcién como transportador. Kim y sus colaboradores (134) observaron que la
doxorrubicina mejora la expresion del transgén bajo el control del promotor CMV en
la linea celular de carcinoma anaplasico de tiroides humano transfectado con un
plasmido que codifica hNIS. Los autores asociaron la activacion del promotor CMV
con la activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB). Curiosamente, la hipoxia y la
quiescencia inducen NF-kB (135). En la direccién opuesta, Wendland y sus
colaboradores (136) informaron que la expresién de la proteina bajo el control del
promotor CMV podria reducirse por hipoxia. Teniendo en cuenta estos reportes es
necesario no descartar posibles efectos de las condiciones usadas en este estudio
que puedan modificar la actividad del promotor. Dichos modelos celulares
permitieron combinar experimentos in vivo e in vitro utilizando las mismas células.
Los experimentos in vivo realizados por el Grupo TIRO mostraron que la captacion
mediada por NIS y su localizacion en la membrana plasmatica son alteradas en
areas intratumorales de los xenoinjertos (Figura 1), dando lugar a una inesperada
distribucion heterogénea en la incorporacion de yoduro y en la expresion de NIS,
probablemente asociada con factores del microambiente tumoral. Mediante los

experimentos in vitro realizados en este estudio se pretendio imitar las condiciones
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microambientales que determinan la heterogeneidad tumoral que se encontrd en los
tumores in vivo, especialmente las relacionadas con la variacion en la concentracion
de oxigeno (normoxia e hipoxia) y las diferencias en las tasas de proliferacion de
las subpoblaciones celulares (células en estado proliferativo y células en estado
guiescente). La necesidad de establecer un modelo in vitro que permita ajustar las
condiciones que ocurren en el microambiente tumoral in vivo radica en la reduccion
de la complejidad del microambiente tumoral y facilita el control de los factores que
se desean analizar. Los experimentos in vitro con células HT29NIS permiten
estudiar individualmente los efectos de la hipoxia y la quiescencia; que de acuerdo
con el analisis in vivo son componentes claves del microambiente tumoral que

podrian modificar la expresion y funcién de la proteina NIS.

El primer paso en el andlisis con el modelo in vitro fue determinar la viabilidad celular
en las condiciones de estudio. La figura 2 muestra una reduccion significativa de la
viabilidad en células HT29NIS quiescentes en hipoxia. La reduccion observada en
la proliferacion de células tumorales en condiciones de hipoxia ya ha sido reportada
previamente y est4 dada principalmente por la reprogramacién del metabolismo
glucolitico (137, 138). Coller et al (2006) (29), reportan que el estado de quiescencia
induce la detencion reversible del crecimiento o proliferacién celular. Igualmente,
otros estudios reportaron que la hipoxia influencia el ciclo celular induciendo un
estado de quiescencia, cuando las condiciones ambientales, tales como la presion

de oxigeno, son desfavorables (139, 140).

El andlisis de la expresion de la proteina NIS mediante Western Blot (Figura 3),
mostro que la condicion de hipoxia, pero no la quiescencia induce reducciéon de la
expresion de la proteina NIS. En el analisis de la funcion captadora de yoduro de
NIS (figura 4) se observd que tanto la hipoxia como la quiescencia reducen la
capacidad captadora de yoduro de la proteina NIS. Para verificar los resultados
anteriores se determiné la localizacion subcelular de NIS en las condiciones de
estudio, los resultados de este ensayo se muestran en la figura 5, donde se pueden
observar imagénes representativas de la localizacion subcelular de NIS obtenidas
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por inmunofluorescencia, a partir de estas imagenes se puede deducir que tanto la
hipoxia como la quiescencia alteran la localizacion subcelular de la proteina NIS,
generando disminucion de la expresion de la proteina en la membrana y

promoviendo su acumulacion en areas intracelulares.

6. CAPITULO Il: CAMBIOS EN EL METABOLISMO GLUCOLITICO EN EL
MODELO IN VITRO INDUCIDOS POR LA HETEROGENEIDAD CELULAR Y LA
HIPOXIA

6.1. OBJETIVO

Identificar cambios en la captacion de glucosa y en la expresion de genes claves
del metabolismo glucolitico en el modelo in vitro, inducidos por los cambios en la

proliferacion celular y la hipoxia.

6.2. METODOLOGIA

La metodologia propuesta para el desarrollo de este objetivo busca evaluar los
cambios que se presentan en el metabolismo glucolitico de las células HT29NIS en
hipoxia y quiescencia al compararlo con las células HT29WT. Se define si los
cambios son generados por las condiciones de hipoxia y/o quiescencia o si se

producen por la transfeccion del gen de la proteina NIS a las células HT29WT.

6.2.1. Captacion de glucosay potencial redox citosélico

Se describen las dos metodologias para captacion de glucosa y el potencial redox

citosdlico. Los dos ensayos se realizan simultaneamente, en esta parte analizamos
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la captacién de glucosa y en el tercer objetivo analizamos el potencial redox
citosodlico, el efecto del yoduro de sodio (Nal), del peroxido de hidrogeno (H202) y el
de la N-acetil-L-cisteina (NAC).

Los cambios en el metabolismo glucolitico celular inducidas por las condiciones de
guiescencia e hipoxia en células HT29NIS y HT29WT proliferantes y quiescentes,
se determinaron midiendo los niveles de captacion de glucosa, y la expresion de
proteinas asociadas al metabolismo glucolitico. La determinacion de los niveles de
captacion de glucosa se realiz6 a través de imagenes de fluorescencia, utilizando la
sonda  2-N-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-ylamino-2deoxyglucose (2-NBDG,
72987-1MG, Sigma), una forma fluorescente y no metabolizable de la glucosa.
También en estas mismas células y en las mismas condiciones se detect6 el
potencial redox citosolico usando una sonda fluorescente RedoxSensorTM Red CC-
1 (Molecular Probes R-14060). La sonda no fluorescente es oxidada en el citosol a
un producto rojo fluorescente el cual se acumula en la mitocondria, o la sonda no
fluorescente es transportada a los lisosomas donde este es oxidado. La distribucién
diferencial del producto oxidado entre la mitocondria y los lisosomas parece
depender del potencial redox del citosol. En células proliferantes, predomina la
tincion mitocondrial; mientras que en células inhibidas por contacto o quiescentes,
la tincidn principal es lisosomal.

Adicionalmente, en estas mismas células se tifieron los nucleos usando Hoechst
33342 (B2261-100MG, Sigma), este componente es permeable a la membrana
celular, tifie fluorescente el DNA con baja toxicidad, se intercala en regiones de
adenina-timina (A-T) del DNA.

Después de la incubacién con las sondas fluorescentes se obtuvieron 100 imagenes
por cada condicion mediante microscopio de fluorescencia (Zeiss), las cuales se

analizaron usando el software ImageJ.
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6.2.1.1. Preparacion de las células quiescentes

En dos platos de cultivo negros de 24 pozos con fondo claro (u-Plate 24 well, Ibidi
Ordering Number 82406, Germany) se sembraron 200.000 células HT29NIS o
HT29WT en 1 mL de DMEM suplementado con FBS al 10%, se incubaron por 24h
a 37°C en 5% de CO:zpara permitir la adhesion celular. Después de las 24 horas de
incubacion, se removio el medio, se lavaron 2 veces con PBS1X y se adicion6
DMEM con FBS al 0.1%, se incubaron por 48 h a 37°C, 5% CO.. Después de 48h
de incubacién, se adicion6 a los pozos (Figura 6) 10 pL del stock de N-acetil-L-
cisteina (0.5M) para obtener una concentracion final de 5mM. Igualmente, a los
pozos (Figura 6) se les adicion6 5 pL del stock de yoduro de sodio 1mM (Nal) para
alcanzar una concentracion final de 5 uM. Se incubaron los dos platos por 30
minutos a 37°C en normoxia (21% de oxigeno). Después de los 30 minutos de
incubacion uno de los platos fue transferido a la camara de hipoxia y se incub¢ al
1% de oxigeno a 37°C y 5% de CO: por 24 horas. El otro plato se incub6 por 24

horas en normoxia a 37°C y 5% de COa.

6.2.1.2. Preparacion de las células proliferantes

Este ensayo con las células proliferantes se prepar6 al tercer dia de montar el
ensayo con las células quiescentes descrito en el item anterior. En dos platos de 24
pozos de las mismas caracteristicas usados con las células quiescentes, se
sembraron 100.000 células HT29NIS o HT29WT en 1 mL de DMEM suplementado
con FBS al 10%. Se incubaron por 24 horas a 37°C y 5% de CO:2 para permitir la
adhesion celular. Después de las 24 horas de incubacion, se adiciono a los pozos
(Figura 6) 10 pL del stock de N-acetil-L-cisteina (0.5M) para obtener una
concentraciéon final de 5mM, este compuesto funciona como antioxidante
neutralizando especies reactivas de oxigeno, se usa con el fin de ver el efecto en el
metabolismo glucolitico. Igualmente, a los pozos mostrados en la figura 6 se les
adicion6 5 pL del stock de yoduro de sodio 1mM (Nal) para alcanzar una

concentracion final de 5 uM, este compuesto se uso6 con el fin de evaluar el efecto
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de la presencia de yoduro en el metabolismo glucolitico, teniendo en cuenta que las
células HT29NIS captan yoduro, y su efecto en el potencial redox celular, sabiendo
gue el yoduro puede actuar como oxidante o antioxidante, dependiendo de las
condiciones celulares. Se incubaron los dos platos por 30 minutos a 37°C en
normoxia (21% de oxigeno). Después de los 30 minutos de incubacién uno de los
platos fue transferido a la camara de hipoxia y se incub6 al 1% de oxigeno a 37°C
y 5% de CO:2 por 24 horas. El otro plato se incubo por 24 horas en normoxia a 37°C
y 5% de CO..

6.2.1.3. Captacién de glucosa y potencial redox citosolico en células HT29NIS y

HT29WT proliferantes y quiescentes en normoxia e hipoxia

El dia del experimento a los pozos mostrados en la figura 6 (plato incubado en
normoxia) se les adiciond 5uL del stock de peréxido de hidrogeno 1M (H202) para
obtener una concentracion final de 5mM, el plato se incub6é por 1h a 37°C en
normoxia, este componente se adiciond con el fin de tener un control positivo del
potencial redox, generando un ambiente oxidante a nivel celular. Luego, se retiro el
medio a todos los pozos y se lavaron dos veces con PBS 1X frio. Se adicionaron
250 pL de una mezcla preparada en PBS 1X que contiene las sondas fluorescentes
a una concentracion final indicada 2-NBDG (200mM), Redox Sensor Red CC-1
(5uM) y Hoechst 33342 (0.1ug/mL). Esta adicién se hizo en oscuridad para evitar la
degradacion de las sondas fluorescentes. La adicion de la mezcla de sondas se hizo
de acuerdo con lo mostrado en la figura 6. El plato se cubrié con papel aluminio y
se incubd a 37°C por 15 minutos. Terminada la incubacion, se realizaron los
siguientes pasos en oscuridad: se retird la mezcla de sondas fluorescentes y las
células se lavaron dos veces con PBS 1X frio, el cual se retir6 completamente. Se
adicion6 a cada pozo 1 mL de DMEM libre de suero y se cubrié el plato nuevamente
con papel aluminio, inmediatamente se procede a la adquisicion de imagenes
usando el microscopio de fluorescencia. Este procedimiento se repitid con el plato

incubado en hipoxia, todos los pasos se realizaron dentro de la camara de hipoxia.
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Una diferencia de dos horas entre la adicién de las sondas para cada plato es
necesaria para la posterior adquisicion de imagenes, esto con el fin de evitar pérdida

de la actividad de las sondas en el segundo plato, lo que afectaria su cuantificacion.

Normoxia
Mixture
With probes:
2-NBDG+Hoechst+Redox

NIS Cells HT29 cells NIS Cells NIS cells NIS Cells HT29 cells

1X10° 1X10° 1X10% + 1X105+ 1X10% + Nal | 1X10°+ Nal
NAC 5mM | H202 SmiM SpM SpM
NIS Cells HT29 cells NIS Cells NIS cells NIS Cells HT29 cells
1X10° 1X10° 1X10°+ 1X10° + 1X10°+ Nal | 1X10° + Nal
NAC 5mM | H202 S5miM SpM SpM
NIS Cells HT28 cells NIS Cells NIS cells NIS Cells HT29 cells
2X10° 2X10° 2X10°+ 1X10° 2X10°+ Nal | 2X10° + Nal
NAC SmM Control SpM SpM
NIS Cells HT29 cells NIS Cells HT29 cells NIS Cells HT29 cells
2X10° 2X10° 2X10° + 1X10° 2X10% + Nal | 2X10° + Nal
NAC S5mM Control SpM SpM
Hypoxia
yp Mixture
With probes:

2-NBDG+Hoechst+Redox

NIS Cells HT29 cells NIS Cells NIS Cells HT29 cells

1X10° 1X10° 1X10° + 1X10%+ Nal | 1X10°+ Nal
NAC 5mM SuM S5uM

NIS Cells HT29 cells NIS Cells NIS Cells HT29 cells

1X10° 1X10° 1X10% + 1X10°+ Nal | 1X10° + Nal
NAC 5mM S5uM SuM

NIS Cells HT29 cells NIS Cells NIS cells NIS Cells HT29 cells

2X10° 2X10° 2X10%+ 1X10° 2X10°+ Nal | 2X10° + Nal
NAC SmM Control SuMm SUM

NIS Cells HT29 cells NIS Cells HT29 cells NIS Cells HT29 cells

2X10° 2X10° 2X10% + 1X10° 2X107 + Nal | 2X10° + Nal
NAC SmM Comtrol SuMm SuM

Figura 6. Distribucién de las células en los platos de cultivo para el ensayo con
sondas fluorescentes (2NBDG, RedoxSensor Red CC-1y Hoechts).

6.2.2. Expresién de proteinas asociadas al metabolismo glucolitico

El nivel de expresion de proteinas asociadas al metabolismo de la glucosa:
transportador de glucosa (GLUT1), lactato deshidrogenasa A (LDHA) y piruvato
kinasa 2 (PKM2) fue determinado por Western Blot, siguiendo el procedimiento

descrito para la expresién de NIS (seccién 5.3.3).
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Los anticuerpos primarios y las diluciones usadas fueron:
e GLUT1: Anti-SLC2A1/Glut1 Picoband™ Antibody (Boster Biological
Technology, Pleasanton CA, USA, Catalog # PB9435). Dilucién 1:7.500.
e PKM2: Antibody PKM2 Produc Number 3198S, Cell Signalling Technology,
Inc. Dilucién 1:1000.
e LDHA: Anti-LDHA antibody, ab47010, abcam, England.Dilucién:1:1.000
e [B-actina: anti-B-actin Antibody, Sigma A5316. Dilucién: 1:7.500.
Los anticuerpos secundarios conjugados a HRP (Horseradish Peroxidase) y sus
diluciones: Pierce 31430 goat antimouse IgGa (H + L) fue usado en dilucion 1:10.000
en PBST con leche al 5% y Pierce 31460 goat anti-rabbit IgG (H + L) fue usado en
dilucion 1: 5.000 en PBST con leche al 5%.

6.2.3. Expresion de los mMRNAs de genes asociadas al metabolismo glucolitico

Se determinaron los niveles de expresion de los mMRNAs que codifican para cada
una de las proteinas de interés (GLUT1, PKM2 y (-actina) utilizando la técnica de
gPCR en tiempo real. Se inicié con la obtencion de RNA total con Trizol (ambion,
Life technologies 15596-018) de células HT29WT y HT29NIS proliferantes y
quiescentes bajo normoxia e hipoxia. Luego se obtuvo el cDNA usando
Superscript® First-strand Synthesis System (invitrogen18080-044). La gPCR se
realizd en un equipo de tiempo real Opticon Il MJ Research, se us6 el fluorocromo
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems 4385612).

Los primers utilizados para cada gen de interés son:

e GLUT1: GLUT1-Directo 95-CTTTGTGGCCTTCTTTGAAGT-3"; GLUT1-
Reverso 5- CCACACAGTTGCTCCACAT-3". Tamafio del fragmento
amplificado 167 pb, temperatura de anillaje 60°C.

e PKM2: PKM2-Directo 5-CATGCAGCACCTCATAGC-3"; PKM2-Reverso 5'-
ATGGCTTCCATGAGGTC-3". Tamafio del fragmento amplificado 107 pb,

temperatura de anillaje 60°C.

55



e Como control se amplificé el gen de B-actina, los primers usados son: -
actina-Directo-5"-GCCAACACAGTGCTGTCT-3"; B-actina Reverso 5'-
GGAGCAATGATCTTG ATCTT-3'. Tamafo del fragmento amplificado 112

pb, temperatura de anillaje 60°C.

6.3. RESULTADOS

Para establecer cambios en el metabolismo glucolitico dados por las condiciones de
hipoxia o heterogeneidad celular se hicieron analisis de RT-gPCR y Western Blot,
para las proteinas GLUT1 (SLC2A1), PKM2, y LDHA en las células HT29NIS en
estado proliferativo 0 quiescente y se compararon con los analisis obtenidos para
las células HT29WT en las mismas condiciones, con el fin de definir si los posibles
cambios podrian estar asociados con la transfeccion del gen de la proteina NIS en

estas células.

6.3.1. Cambios en la expresion de GLUT1

Determinamos la expresion del transportador GLUT1, debido a que esta asociado
con el metabolismo glucolitico, permitiendo la captacion de glucosa por las células.
En la figura 7A se analizaron las veces de cambio en la expresion del mMRNA y en
la figura 7B la expresion proteica para GLUT1. Se encontr6 que en condicion de
hipoxia se incrementan significativamente la expresion del mRNA (9 veces en las
dos lineas celulares proliferantes) y la expresién proteica dada como relacion
densitométrica con respecto al control de B-actina, se incrementa 4.2 veces en
HT29NIS y 1.8 veces HT29WT en las mismas condiciones. Para las células
guiescentes en hipoxia la expresion del mMRNA y proteica aumentan
significativamente en 11.9y 8.9 veces y en 2.8y 3.3 veces para HT29NIS y HT29WT
respectivamente. El estado de quiescencia no ejerce efecto sobre la expresion del

MRNA ni la expresion proteica de GLUT1 en las dos lineas celulares. La expresion
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del mRNA no presenta cambios significativos entre las dos lineas celulares en las
condiciones del estudio. En la expresion proteica si se encuentran diferencias
significativas entre las dos lineas proliferantes en normoxia e hipoxia. La expresion
de la proteina GLUT1 es menor en HT29NIS proliferantes en normoxia en 5 veces
y 2,1 veces mas baja en las mismas células en hipoxia con respecto a las HT29WT.
Se concluye que en hipoxia el transportador GLUT1 se sobreexpresa en células
proliferativas y quiescentes HT29NIS y HT29WT, y en células HT29NIS es menor
la expresion. También se determina que el estado de quiescencia no afecta la
expresion de GLUTL1 en células HT29NIS.
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Figura 7. Andlisis de la expresion de GLUT1 en células HT29NIS y HT29WT
proliferativas y quiescentes en normoxia e hipoxia: A. Cambio en la expresion de mRNA
de GLUT1 mediante gPCR en tiempo real; B. Expresion de la proteina GLUT1 mediante
Western blot. * Indica diferencias significativas con un valor de p<0.05. El andlisis
estadistico fue realizado usando el programa SPSS 20 mediante ANOVA de un factor

seguido por el método Posthoc-Bonferroni de comparacion multiple de medias.

6.3.2. Cambios en la expresion de PKM2

En la figura 8A y 8B se analizaron las veces de cambio en la expresion del mRNA 'y
la expresion proteica para PKM2. Una enzima que participa en la transformacion del
fosfoenolpiruvato en piruvato al final de la glucdlisis y un regulador muy importante
de esta via. Se encontr6 que en condicion de hipoxia se incrementa
significativamente la expresiéon del mRNA de PKM2 en las células HT29NIS y
HT29WT proliferantes (2.1 y 5.7 veces respectivamente), la expresién proteica para
las células en las mismas condiciones se comporta de manera similar al mRNA,
aumenta significativamente (1.3 veces en HT29NIS y 1.5 veces en HT29WT). No
se presentan cambios significativos entre las dos lineas celulares en las condiciones
del estudio. En las células HT29NIS proliferativas en normoxia se reduce
significativamente la expresion de la proteina PKM2, con respecto a las células

HT29WT en las mismas condiciones.

Se concluye que en hipoxia la proteina PKM2 se sobreexpresa en células
proliferativas y quiescentes HT29NIS, y en células HT29NIS proliferativas en
normoxia se reduce la expresion, con respecto a las células HT29WT en las mismas

condiciones.
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Figura 8. Andlisis de la expresion de PKM2 en células HT29NIS y HT29WT
proliferativas y quiescentes en normoxia e hipoxia: A. Cambio en la expresion de mRNA
de PKM2 mediante gPCR en tiempo real; B. Expresion de la proteina PKM2 mediante
Western blot. * Indica diferencias significativas con un valor de p<0.05. El analisis
estadistico fue realizado usando el programa SPSS 20 mediante ANOVA de un factor

seguido por el método Posthoc-Bonferroni de comparacion multiple de medias.
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6.3.3. Cambios en la expresién de LDHA

Otra enzima que se analizo fue la LDHA, que transforma el piruvato en lactato bajo
condiciones anaerobias (glucolisis anaerobia). En la figura 9 se muestra el Western
Blot y la cuantificacion para esta proteina, la cual permite evidenciar que en
condicion de hipoxia se incrementa significativamente la expresiéon LDHA en las dos
lineas celulares proliferantes (1.8 veces en HT29NIS y 1.5 veces en HT29WT). Se
concluye que en la condicién de hipoxia se incrementa la expresion de la proteina
LDHA en las células HT29NIS y HT29WT. El estado quiescente no tiene efecto en

la expresion de esta proteina.
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Figura 9. Analisis de la expresién de LDHA en células HT29NIS y HT29WT
proliferativas y quiescentes en normoxia e hipoxia: Expresion de la proteina LDHA
mediante Western blot. * Indica diferencias significativas con un valor de p<0.05. El analisis
estadistico fue realizado usando el programa SPSS 20 mediante ANOVA de un factor

seguido por el método Posthoc-Bonferroni de comparacion multiple de medias.
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6.3.4. Captacién de glucosa

Para analizar las diferencias en el metabolismo glucolitico, es importante determinar
la captacion de glucosa en las condiciones de estudio. En este ensayo las células
HT29WT y HT29NIS proliferativas y quiescentes después de ser sometidas a
hipoxia y normoxia, se incuban inmediatamente con la sonda fluorescente,
manteniendo las condiciones de hipoxia y normoxia iniciales. Después de la
incubacion con la sonda fluorescente se toman las imagenes para cada condiciéon
(100 imagenes por pozo, con duplicado de cada condicion). El analisis de las
imagenes es mostrado en la figura 10, donde se puede ver que la captacion de
glucosa se incrementd en un 60.66% en las células HT29NIS proliferativas en
hipoxia comparado con las mismas células en normoxia. En las células HT29NIS
guiescentes en hipoxia el incremento fue de 29.60% comparado con las mismas
células en normoxia. Para las células HT29WT proliferativas en hipoxia el
incremento en la captacion de glucosa fue de 65.36% al compararlo con las mismas
células en normoxia, mientras que para las células HT29WT quiescentes en hipoxia
el incremento fue de 27.40% al compararlo con las mismas células en normoxia. Al
comparar la captacion de glucosa entre las células HT29NIS y HT29WT, la
diferencia mas importante se encontré en las células HT29NIS proliferativas en
hipoxia, en las cuales la captacion se redujo en 13.46% comparado con las células
HT29WT en las mismas condiciones. Se concluye que en condicion de hipoxia la
captacion de glucosa se incrementa en las dos lineas celulares proliferativas y
quiescentes. También, Las células HT29NIS proliferativas en hipoxia captan menos

glucosa que las células HT29WT en las mismas condiciones.
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Figura 10. Diagrama de cajas para la captacion de glucosa de las células HT29WT y
HT29NIS proliferativas y quiescentes en normoxia e hipoxia. La determinacion se
realiza a través de imagenes de fluorescencia, utilizando la sonda 2-N-7-nitrobenz-2-oxa-
1,3diazol-4-ylamino-2-deoxyglucose (2-NBDG). Se muestran los resultados obtenidos para
los duplicados de cada condicion. Después de la incubacion con la sonda fluorescente se

obtuvieron aproximadamente 100 imagenes por cada condicion mediante microscopio de

fluorescencia (Zeiss), las cuales se analizaron usando el software ImageJ.
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Figura 1l. Resumen de los cambios mas sobresalientes de los ensayos realizados en
el capitulo Il. GLC (captacién de glucosa), GLUT1 (expresion proteica de GLUT1), PKM2
(expresion proteica de PKM2) y LDHA (expresion proteica de LDHA). { indica disminucién
en la captacién de glucosa o en la expresion proteica. = Indica que no hay cambios

significativos en la captacion de glucosa o expresion proteica.

6.4. DISCUSION DE RESULTADOS

Con el objetivo de determinar si los cambios en el microambiente tumoral como la
heterogeneidad celular y la hipoxia afectan el metabolismo glucolitico de las células
HT29NIS, se analizo la expresion génica y la expresion proteica mediante western
blot de componentes claves involucrados en la via glucolitica como GLUT1, PKM2
y LDHA. También, se analizé la captacion de glucosa. Todos estos analisis se
realizaron en células HT29NIS y HT29WT proliferantes y quiescentes sometidas a

normoxia e hipoxia, los resultados obtenidos se pueden ver en las figuras 7 a 11.

En la figura 7 se puede ver el andlisis de la expresion del transportador GLUT1 que,
aunque no esta directamente involucrado en la glucdlisis es importante en la
captacion de glucosa que ingresa a esta via. Se puede observar que la expresion
del transportador GLUT1 aumenta en células HT29NIS y HT29WT proliferantes y
guiescentes en hipoxia. En este caso se observa una relacion directa entre la
expresion del mRNA vy la proteina (Figura 7A y 7B). Previamente se ha reportado
gue la hipoxia regula la glicdlisis en células tumorales, mediante la produccion de
HIF-1a que reprograma las células cancerosas al metabolismo glucolitico y regula
la expresion de GLUT1 (89, 141-143). Las HT29 usadas en nuestro estudio tienen
p53 mutada (144), y se ha reportado que p53 mutada estimula el efecto Warburg de
células tumorales en cultivo favoreciendo la sobreexpresion de GLUT1 en la
membrana plasmatica (145). El aumento de la expresion de GLUT1 correlaciona

con pobre supervivenciay pobre resultado terapéutico en pacientes con cancer (89).
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El aumento de la expresion del transportador GLUT1 en hipoxia obtenido por
nosotros, es un resultado esperado de acuerdo a lo previamente reportado. Al
comparar las dos lineas celulares, se observa que las células HT29WT expresan
niveles mas altos de GLUT1 que las células HT29NIS, tanto en normoxia como en
hipoxia. Esta observacion permite sugerir que las células HT29NIS captan menos
glucosa, esta observacidn esta relacionada con lo reportado por Filetti y
colaboradores (1986) quienes sugirieron que el tratamiento con yoduro de cultivos
primarios de tiroides de porcino reduce los transportadores funcionales que median
el transporte de glucosa en la tiroides (146). También, en otro estudio se observo
una reduccién significativa del nivel de glucosa en sangre en ratas cuando se
administra yoduro de potasio Kl (147). De acuerdo a estos reportes, se puede
sugerir que, la transfeccion del gen del transportador NIS en las células HT29 podria

inducir reduccién de la captacién de glucosa.

Otro de los genes analizados fue PKM2 que codifica para una de las isoformas de
la piruvato quinasa (PK) que cataliza la conversion de fosfoenolpiruvato (PEP) en
piruvato y que es sobreexpresada en células tumorales (148). PKM2 es menos
activa que PKM1 lo que permite la acumulacién de intermediarios glucoliticos
usados en vias biosintéticas necesarios para células de proliferacién rapida (149).
La figura 8 muestra que solo para las células HT29NIS proliferantes en hipoxia se
incrementa de manera significativa la expresion del mRNA y la expresion de la
proteina. En el analisis de este resultado se deben tener en cuenta las
observaciones de Otto Warburg quien observo que independientemente de la
disponibilidad de oxigeno, las células de cancer tenian un metabolismo distinto que
era en gran medida dependiente de la glicdlisis en lugar de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial (150). Este proceso fue llamado el efecto Warburg, o glicélisis aerdbica
(91). Esta reprogramacion metabdlica de las células de cancer proporcionan ATP y
le permiten a las células sobrevivir bajo condiciones hipoxicas (151). Ademas, la
reprogramacion metabolica le suministra a las células intermediarios y sustratos

para la sintesis de nucledtidos, proteinas y componentes de membrana, los cuales
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son requeridos por células en estado proliferativo (152). También en la figura 8, se
puede ver que en las células HT29NIS en normoxia la expresién de PKM2 se reduce
de manera significativa al comparar con las células HT29WT. Este resultado sugiere

que en las células HT29NIS se reduce el metabolismo glucaolitico.

También se analizo la expresion de la lactato deshidrogenasa A (LDHA) una enzima
involucrada en la conversion de piruvato a lactato permitiendo un flujo rapido a
través de la glucolisis que es necesario para reunir la energia necesaria para las
células que proliferan rapidamente (153). En nuestro caso se muestran diferencias
significativas en la expresiéon de LDHA en condiciones de hipoxia de células
proliferativas HT29NIS y HT29WT (Figura 9). Datos que estan de acuerdo con el
incremento reportado para esta enzima en condiciones de hipoxia (154, 155). En
las células HT29NIS en normoxia se detecta una ligera reduccion no significativa de
LDHA al comprar con las células HT29WT. Se puede sugerir una ligera reducciéon

en el metabolismo glucolitico en las células HT29NIS.

Para complementar los resultados antes mencionados se determiné la captacion de
glucosa por las células HT29NIS y HT29WT proliferantes y quiescentes en normoxia
e hipoxia (Figura 10), donde se observa la integraciéon de la intensidad de
fluorescencia para la sonda 2-NBDG, analogo no metabolizable de la glucosa, para
duplicados de cada condicién. Las imagenes fueron obtenidas mediante el
microscopio de fluorescencia. Se puede ver que la captacion de glucosa fue mayor
en las células HT29NIS y HT29WT proliferativas en hipoxia, como se ha reportado
previamente, donde se ha visto que en condiciones de hipoxia se aumenta la
captacion de glucosa (141-143). En células quiescentes en hipoxia de las dos lineas
celulares no se observan cambios significativos en cuanto a la captacion de glucosa
(Figura 10), indicando que la condicion de quiescencia no afecta la captacion de
glucosa. Si comparamos la captacion de glucosa en hipoxia de las células HT29NIS
y HT29WT proliferativas con las mismas células en quiescencia se observa una

reduccion en el estado de quiescencia. Debemos tener en cuenta que un
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componente importante del microambiente tumoral es el pH, como se sabe en
condiciones de hipoxia las células tumorales modifican el metabolismo glucaolitico,
aumentando la produccion de acido lactico, por lo tanto, la célula tumoral aumenta
la presencia de transportadores de monocarboxilato en su membrana MCT1/MCT4
para eliminar el exceso de lactato (156), dando lugar a la acidificacion del medio
extracelular como se observa en la figura A (ver anexos) para las células HT29WT
y HT29NIS quiescentes en hipoxia. Esta acidosis del microambiente tumoral
suprime la glicolisis y aumenta la respiracion mitocondrial en las células cancerosas
(157, 158), explicando de esta manera la reduccion de la captacion de glucosa vista
en la figura 10 en estas condiciones. En la figura 10, también se puede ver que en
hipoxia la captacién de glucosa se reduce en las células HT29NIS al comparar con
las células HT29WT. Lo que nos permite sugerir que en las células HT29NIS se

reduce el metabolismo glucolitico.

Con los resultados obtenidos se puede concluir que la condicion de hipoxia aumenta
y la condicién de quiescencia no modifica el metabolismo glucolitico en las dos
lineas celulares. También se puede concluir que en las células HT29NIS se reduce
el metabolismo glucolitico al compararlo con las HT29WT (figura 11). Se sugiere
que esta reduccién esta asociada con la transfeccién del gen de NIS en las células
HT29WT, como ya fue discutido. Se ha reportado evidencia clinica que sugiere que,
si un tumor de tiroides primario o diferenciado metastasico pierde la habilidad de
captar yoduro, es mas propenso a captar 8F-Flurodeoxyglucosa (*¥F-FDG), que es
un analogo no metabolizable de la glucosa. Esta habilidad es mediada por
transportadores GLUT, cuya expresion de mRNA es alta en tumores de tiroides
extremadamente no diferenciados (159-161). En los pacientes con cancer de
tiroides papilar se busca que el tratamiento aplicado aumente la expresion de la
proteina NIS y se reduzca el metabolismo glucolitico (162). EI modelo in vitro
planteado por nosotros presenta estas caracteristicas mencionadas, las cuales se

modifican al inducir tumores en ratones (Figura 1).
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7. CAPITULO lll: CAMBIOS EN EL POTENCIAL REDOX ASOCIADOS A LA
EXPRESION DE NIS Y SU POSIBLE ASOCIACION CON EL METABOLISMO
GLUCOLITICO

7.1. OBJETIVO

Estudiar la produccion de ROS y la activacion de la via de respuesta a estrés celular
Nrf2 en el modelo in vitro, asociados a los cambios en la proliferacion celular y la

hipoxia.

7.2. METODOLOGIA

Los cambios en el potencial redox celular inducidos por las condiciones de
quiescencia e hipoxia en células HT29NIS y HT29WT proliferantes y quiescentes,
se determinaron usando una sonda fluorescente RedoxSensorTM Red CC-1
(Molecular Probes R-14060), siguiendo el procedimiento indicado en el numeral
6.2.1. Aqui también se analiza el potencial redox celular y su posible asociacion con
la captacion de glucosa en las dos lineas celulares en las condiciones ya
mencionadas. También se determina en las dos lineas celulares proliferativas y
quiescentes el efecto del Nal y de la NAC en el potencial redox y su asociacién con

la captacion de glucosa en las condiciones de hipoxia y normoxia.

Los cambios en la expresion del factor de transcripcion Nrf2 involucrado en la
respuesta antioxidante, se determina mediante Western Blot en las células HT29NIS

y HT29WT proliferantes y quiescentes en condiciones de normoxia e hipoxia.

Finalmente, se determina la activacion del factor inducido por hipoxia HIF-1q, en las
dos lineas celulares proliferantes y quiescentes en condiciones de normoxia e

hipoxia.
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7.2.1 Ensayo de deteccion del potencial redox citosélico

Serealizo en células HT29WT y HT29NIS proliferantes y quiescentes bajo normoxia
e hipoxia como se indico en el apartado 6.2.1.

Después de la incubacién con las sondas fluorescentes se obtuvieron 100 imagenes
por cada condicion mediante microscopio de fluorescencia (Zeiss), las cuales se

analizaron usando el software ImageJ.

7.2.2. El nivel de expresion Nrf2

El nivel de expresién de la proteina asociada a condiciones de estrés celular Nrf2
se determiné en extractos nucleares (usando Nuclear Extract Kit Active Motif
Catélogo No 40010) de células HT29WT y HT29NIS proliferantes y quiescentes bajo
normoxia e hipoxia mediante Western Blot. La cuantificacion de la expresion de esta
proteina se realizé usando el programa ImageJ, usando como control B-actina.

El anticuerpo primario y la dilucion usada fue:

Nrf2: Anti- Nrf2 antibody, ab31163, abcam, England.Dilucién:1:1.000

El anticuerpo secundario conjugado a HRP (Horseradish Peroxidase) y su dilucion:
Pierce 31460 goat anti-rabbit IgG (H + L) fue usado en dilucién 1: 5.000 en PBST

con leche al 5%.

7.2.3. Determinacién de la activacion de HIF-1a

Se determind la activacion de HIF-1a: para esta determinacion se uso el kit
TransAM™ HIF-1 (Active Motif catdlogo No 47096), este sistema usa
oligonucledtidos inmovilizados a una microplaca sélida los cuales contienen el
elemento de respuesta a hipoxia (HRE). Los dimeros de HIF-1a en los extractos
nucleares se unen especificamente a este oligonucledtido y son detectados

mediante el uso de un anticuerpo dirigido contra HIF-1a. Posteriormente, la adicién
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de un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa de rabano (HRP), permite la

deteccion colorimétrica cuantitativa por medio de espectrofotometria.

7.3. RESULTADOS

7.3.1. Potencial redox citosoélico y su asociacion con cambios en el

metabolismo glucolitico y la expresion de NIS

El propésito de este ensayo fue determinar los cambios en el potencial redox en las
células HT29NIS proliferantes y quiescentes en condiciones de normoxia e hipoxia,
asociados a la expresion de NIS y su posible asociacién con el metabolismo

glucolitico.

Inicialmente se plante6 determinar la asociacion del estado redox celular con la
captacién de glucosa, ya que se ha reportado que la captacion de glucosa
incrementa la produccion de ROS (163). En este ensayo las células HT29NIS
proliferativas y quiescentes después de ser sometidas a hipoxia y normoxia, se
incuban inmediatamente con las sondas fluorescentes, manteniendo las
condiciones de hipoxia y normoxia iniciales, como se describe en la metodologia.
Después de la incubacién con las sondas fluorescentes se toman las imagenes para
cada condicion (100 imagenes por pozo, con duplicado de cada condicion). El
analisis de las imagenes es mostrado en la figura 12, donde se pueden ver las
células HT29NIS proliferativas en normoxia, las cuales, captan glucosa
normalmente y presentan un estado redox citosélico aumentado, probablemente
debido al metabolismo oxidativo que se da en estas células. Para las células
HT29NIS quiescentes en normoxia el comportamiento es similar al anterior. Para
las células HT29NIS proliferantes en hipoxia, se aumenta drasticamente la

captacion de glucosa, pero se reduce fuertemente el estado redox citosélico,
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probablemente debido al cambio en el metabolismo de oxidativo a glucolitico
inducido por la condicién de hipoxia, intentando proteger las células de los efectos
dafinos de ROS como se ha reportado. En las células HT29NIS quiescentes en
hipoxia no hay cambio en la captacion de glucosa, pero se incrementa el estado
redox citosolico. Probablemente las células quiescentes en hipoxia vuelvan al

metabolismo oxidativo y reduzcan el metabolismo glucolitico.
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Figura 12. Captacion de glucosa y potencial redox citosélico de las células
HT29NIS proliferativas y quiescentes en normoxia e hipoxia. La determinacion
se realiza a través de imagenes de fluorescencia, para la captacién de glucosa se
us6 la sonda 2-N-7-nitrobenz-2-oxa-1,3diazol-4-ylamino-2-deoxyglucose (2-
NBDG). Para el potencial redox citosdlico se usd la sonda fluorescente
RedoxSensor Red CC-1. Se muestran los resultados obtenidos para uno de los
duplicados de cada condicion. Después de la incubacion con la sonda fluorescente
se obtuvieron aproximadamente 100 imagenes por cada condicion mediante
microscopio de fluorescencia (Zeiss), las cuales se analizaron usando el software
Imaged. La figura muestra el numero de imagenes vs la intensidad de la senal
fluorescente de cada sonda. NP: normoxia-proliferativas, NQ: Normoxia-
quiescentes, HP: Hipoxia-proliferativas, HQ: Hipoxia-quiescentes (el numero de

imagenes en normoxia se muestra en verde y el de hipoxia en azul).
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7.3.2. Efecto de N-acetilcisteina (NAC) y yoduro de sodio (Nal) en la Captacién
de glucosay en el potencial redox citosolico

Con el fin de corroborar los datos obtenidos del estado redox citosélico se decidio
incorporar la N-acetilcisteina (NAC, N-acetil-L-cisteina) que es un amino&cido
derivado que contiene un grupo tiol. NAC actiia como un inhibidor de radicales libres
(scavenger) (164). Se adiciono peroxido de hidrégeno como control positivo que
incrementa el estado redox de las células, solo a las células HT29NIS proliferativas
en normoxia. También se adicioné el yoduro de sodio (Nal), con el fin de ver si tenia
algun efecto en el estado redox de la célula, teniendo en cuenta que se ha reportado
que el yoduro puede incrementar la produccion de ROS (165). En la figura 13, se
puede observar que las células HT29NIS proliferativas y quiescentes después de
ser sometidas a normoxia e hipoxia, se les adiciona NAC, Nal y H202 como se indico
en la metodologia (Figura 6), luego se incuban inmediatamente con las sondas
fluorescentes, manteniendo las condiciones de hipoxia y normoxia iniciales.
Después de la incubacion con las sondas fluorescentes se toman las imagenes para
cada condicién (100 imagenes por pozo, con duplicado de cada condicién). El
analisis de las imagenes es mostrado en la figura 13, se puede ver que en células
HT29NIS proliferantes en normoxia captan glucosa normalmente, presentan un
estado redox citosoélico aumentado, probablemente debido al metabolismo oxidativo
que se da en estas células. La adicion de NAC a estas células provoca un
incremento apreciable en la captacién de glucosa y un ligero incremento en el
estado redox. La adicion de H20:2 induce incremento en la captacion de glucosa sin
efecto en el estado redox. El Nal provoca un incremento en la captacion de glucosa
y una ligera disminucion del estado redox. En las células HT29NIS quiescentes en
normoxia, con NAC y Nal se observa un gran incremento en el estado redox, sin
modificacion en la captacion de glucosa. Para las células HT29NIS proliferantes en
hipoxia se incrementa la captacion de glucosa y se reduce levemente el estado
redox. La adicion de NAC a estas ceélulas provoca un fuerte incremento en la

captacion de glucosa y un leve incremento del estado redox. La adicién de Nal no
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modifica la captacion de glucosa, pero aumenta levemente el estado redox. En
células HT29NIS quiescentes en hipoxia, la captacion de glucosa y el estado redox
incrementan ligeramente, un aumento mas notorio se observa cuando se adiciona
NAC. El Nal incrementa levemente el estado redox sin alterar la captacion de
glucosa.

Glucose Uptake Redox
b, TH HT29NIS-HQ-Nal

A i HT29NIS-HQ-NAC

' HT29NIS-HQ

HT29NIS-HP-Nal

' HT29NIS-HP-NAC

N HT29NIS-HP

0 wu-w | HT29NIS-NQ-Nal
LT HT29NIS-NQ-NAC

m‘wr. T HT29NIS-NQ

HYPOXIA

Imagen Number

HT29NIS-NP-Nal

HT29NIS-NP-H,0,
HT29NIS-NP-NAC
HT29NIS-NP

NORMOXIA

! 0 M M om0 0 @
Mean Glc Signal Intensity  Mean Redox Signal Intensity

Figura 13. Captacion de glucosa y potencial redox citosdélico de las células HT29NIS
proliferativas y quiescentes en normoxia e hipoxia en presencia de NAC, Nal y H20x.
La determinacion se realiza a través de imagenes de fluorescencia, para la captacion de
glucosa se usé la sonda 2-N-7-nitrobenz-2-oxa-1,3diazol-4-ylamino-2-deoxyglucose (2-
NBDG). Para el potencial redox citosdlico se usé la sonda fluorescente RedoxSensor Red
CC-1. Se adicionaron N-acetilcisteina (NAC), peroxido de hidrégeno (H202), yoduro de
sodio (Nal) como se indica en la figura 1. Se muestran los resultados obtenidos para uno
de los duplicados de cada condicion. Después de la incubacion con la sonda fluorescente
se obtuvieron aproximadamente 100 imagenes por cada condiciébn mediante microscopio
de fluorescencia (Zeiss), las cuales se analizaron usando el software ImageJ. La figura

muestra el numero de imagenes vs la intensidad de la sefial fluorescente de cada sonda.
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NP: normoxia-proliferativas, NQ: Normoxia-quiescentes, HP: Hipoxia-proliferativas, HQ:
Hipoxia-quiescentes (el nUumero de imagenes en normoxia se muestra en verde y el de

hipoxia en rojo).

7.3.3. Expresion de Nrf2

Este ensayo se hace con el fin de evaluar la respuesta antioxidante de las células
HT29NIS y HT29WT proliferativas y quiescentes sometidas a las condiciones de

normoxia e hipoxia.

Se obtuvieron y cuantificaron extractos nucleares de células HT29WT y HT29NIS
proliferativas y quiescentes sometidas a hipoxia y normoxia, mediante western blot,
se determino la variacion en la expresion de la proteina Nrf2. Estos ensayos fueron
realizados por triplicado y las imagenes tomadas fueron analizadas usando ImageJ.
En la figura 14 se muestra que para la proteina Nrf2 los cambios observados no son
significativos. Se destaca de la figura un incremento en la expresion de Nrf2 en
células HT29NIS proliferativas y quiescentes en hipoxia. Se sugiere que la condicion
de hipoxia aumenta la produccion de ROS, en las células HT29NIS, situacion que

activa la respuesta antioxidante a través de la expresion de Nrf2.
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Figura 14. Andlisis de la expresion de Nrf2 en células HT29WT y HT29NIS
proliferativas y quiescentes sometidas a hipoxia y normoxia mediante western blot.
Los resultados mostrados corresponden al promedio =+ SD (n=3). No se encuentran
diferencias significativas (p <0.05). El andlisis estadistico fue realizado usando el programa
SPSS 20 mediante ANOVA de un factor seguido por el método Posthoc-Bonferroni de

comparacion multiple de medias.

7.3.4. Activacién de HIF-1a en células HT29NIS y HT29WT proliferantes y

guiescentes en condiciones de normoxia e hipoxia

Se hace la determinacion del factor inducido por hipoxia 1-alfa (HIF-1a) con el fin de
corroborar la condicion de hipoxia en los ensayos Yy su relacién con la captacion de
glucosa, el estado redox y la expresion de Nrf2 en las células HT29NIS y HT29WT

proliferantes y quiescentes en normoxia e hipoxia.

La activacion de HIF-1a, el cual se sobreexpresa en condicién de hipoxia y activa la

expresion de varios genes incluyendo algunos claves de la via glucolitica, y que
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ademas esta asociado con el incremento de ROS y la produccion de Nrf2, fue
detectada mediante el kit TransAM™ HIF-1 como se indica en la metodologia. Los
resultados obtenidos son mostrados en la figura 15. En esta figura se observa
aumento en la expresion de HIF-1a en las células HT29NIS y HT29WT proliferativas
en hipoxia, siendo solo estadisticamente significativo para las células HT29WT
(p=0.032), para las células HT29NIS p=0.068. Los resultados obtenidos
corresponden con lo esperado, es decir el incremento de la expresion de HIF-1a en

condiciones de hipoxia. Para las demas condiciones no hay cambios significativos.
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Figura 15. Analisis de la Activacion de HIF-1a en células HT29NIS y HT29WT
proliferantes y quiescentes en normoxia e hipoxia. Para esta determinacion se uso el
kit TransAM™ HIF-1 como se indica en la metodologia. La deteccién cuantitativa de HIF-1a
que se trasloca al nucleo y se une a los elementos de respuesta a hipoxia (HRE) se hace
por medio de espectrofotometria (absorbancia a 540 nm). Los resultados mostrados
corresponden al promedio = SD (n=2). Las diferencias significativas observadas

corresponden a un * p <0.05. El analisis estadistico fue realizado usando el programa SPSS
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20 mediante ANOVA de un factor seguido por el método Posthoc-Bonferroni de

comparacion maltiple de medias.

Célulasy ROS Nrf2 HIF-1a NIS
condicion

HT29NISNP = T - - —
HT29NISHP T Lo 0 J
HT29NISNQ | = T — — —
HT29NISHQ | = T A — l

Figura 16. Resumen de los resultados mas sobresalientes del capitulo Ill relacionados
con la expresion de NIS. Glc (captacion de glucosa), ROS (potencial redox celular), Nrf2
(expresion proteica de Nrf2), HIF-1a (actividad de HIF-1a) y NIS (expresion proteica de

NIS). T Indica aumento significativo { indica disminucién significativa, 1 indica ligero

aumento no significativo. = Indica que no hay cambios significativos.

7.4. DISCUSION DE RESULTADOS

La reprogramacion del metabolismo energético, propuesto por Otto Warburg (90,
91, 150), podria ser el resultado de la hipoxia cronica y/o acumulaciéon de ROS que
puede ser inducida por inflamacion cronica o por mutaciones genéticas. En este
estudio se induce la condicién de hipoxia, reduciendo el oxigeno al 1%. Cuando
sometemos las células HT29NIS proliferativas a hipoxia, detectamos un incremento

en la captacion de glucosa y reduccién en el estado redox citosolico (Figuras 12 y
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13), lo que indica el cambio del metabolismo oxidativo al metabolismo glucolitico.
También en estas condiciones, detectamos un aumento en Nrf2 (Figura 14), que es
un regulador de la resistencia celular a los oxidantes. Nrf2 controla la expresion
basal e inducida de una serie de genes dependientes de elementos de respuesta
antioxidante para regular los resultados fisioldgicos y fisiopatologicos de la
exposicion a oxidantes (166). En nuestro caso se sugiere que este factor contribuye
con la reduccion del estado redox visto en células HT29NIS proliferativas en hipoxia.
También para estas condiciones detectamos la expresion de HIF-1a, y se ha
reportado que en concentraciones bajas de oxigeno, HIF-1a promueve el bajo
consumo de oxigeno reduciendo la respiracion celular (fosforilacion oxidativa) e
incrementando la glucdlisis anaerdbica para producir acido lactico en citoplasma
(167). En nuestros ensayos detectamos un aumento de la expresion de HIF-1a lo
que confirma los resultados mencionados anteriormente (Figura 15). En conclusion,
la condicion de hipoxia activa factores de trascripcion como HIF-1a y Nrf2, lo que
conduce a una reprogramacion metabdlica favoreciendo el metabolismo glucolitico
y reduciendo el estado redox citosolico, esto les confiere ventajas a las células
tumorales para proliferar y sobrevivir en estas condiciones (figura 16). La expresion
de la proteina NIS y su capacidad captadora de yoduro son reducidas bajo estas
condiciones (Figuras 3 y 4), probablemente estos cambios metabdlicos y del

potencial redox estén asociados con estas alteraciones.

Para las células HT29NIS en estado quiescente, se encuentra que en normoxia el
estado redox aumenta notoriamente, en hipoxia el estado redox esta ligeramente
aumentado. La captacién de glucosa no presenta cambios apreciables (Figuras 12
y 13). EL aumento de Nrf2 y HIF-1a observado en células quiescentes, se relaciona
con el aumento del estado redox de estas células. Para mantener el estado de
quiescencia las células deben poseer bajos niveles de ROS como fue previamente
reportado (168), lo que en nuestro caso explica el aumento del factor Nrf2 para
controlar el incremento del estado redox observado. El aumento del estado redox y

la captacion de glucosa sin cambios nos permite sugerir que el metabolismo que
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predomina en el estado de quiescencia es el oxidativo (figura 16), esto se corrobora
mas adelante en el analisis protedmico mostrado en la figura 20, donde se reporta
el aumento de la expresion de las enzimas involucradas con el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA, por su sigla en inglés) bajo estas condiciones. En estas
condiciones como ya lo discutimos, se afecta la expresién y la actividad captadora
de yodo de NIS (Figuras 3y 4).

Con el fin de reducir el estado redox citosélico, y verificar los cambios observados,
las células se incubaron con NAC un antioxidante que reduce ROS, los resultados
obtenidos se muestran en la figura 13. Para las células HT29NIS-NP-NAC se
detect6 un incremento en la captacion de glucosa y un ligero incremento en el
estado redox. Se esperaba obtener una reduccién del estado redox, pero, se ha
reportado que la NAC incrementa el consumo de glucosa en individuos
hiperglicémicos (169), y también se reporté que el incremento de glucosa aumenta
la produccion de ROS y disminuye la capacidad antioxidante en las células (163).
Para las células HT29NIS-HP-NAC, se obtuvo un alto incremento en la captacion
de glucosay un ligero incremento en el estado redox. En este caso, la condicion de
hipoxia exacerba el efecto de la NAC, en cuanto al incremento en la captacién de
glucosa, pero probablemente se presente la reprogramacion metabdlica hacia el
metabolismo glucolitico, lo que reduce la produccion de ROS. Para las células
HT29NIS-NQ-NAC el incremento en el estado redox fue mucho mayor y no tuvo
efecto en la captacion de glucosa. Se puede especular que el metabolismo que
predomina en estas células es oxidativo y que la produccion de ROS es muy alta,
por lo tanto, el efecto antioxidante de NAC no se detecta. Para las células HT29NIS-
HQ-NAC se tiene un ligero incremento en el estado redox y no se presenta cambio
en la captacion de glucosa. Para este ensayo es probable que las células tiendan
hacia un metabolismo oxidativo y que NAC esté actuando como antioxidante
neutralizando ROS. El uso de NAC podria ser util teniendo en cuenta que este
componente reduce ROS que pueden causar dafios a las proteinas de la célula,

dentro de ellas NIS, afectando su estructura y por ende su funcién. Se debe tener
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en cuenta gue los niveles de ROS estan estrictamente regulados y no siempre son
subproductos dafiinos y que estan involucrados en varias funciones fisiologicas
importantes como vias de sefalizacion, expresion de genes, proliferacion celular,

diferenciacion y viabilidad (170).

En cuanto a la adicion de Nal, se buscaba mirar el efecto del yoduro en el
metabolismo y en el estado redox celular, teniendo en cuenta que las células
HT29NIS lo captan, y se han reportado varias funciones del yoduro a nivel
intracelular (171-173), que podrian afectar algunos resultados. En la figura 13 se
presentan los efectos del yoduro en los ensayos de captacion de glucosa y estado
redox. En células HT29NIS-NP-Nal, el yoduro incrementa la captacién de glucosa,
como ha sido previamente reportado (173), y disminuye ligeramente el estado redox
celular, en este caso actuaria como antioxidante, reduciendo ROS (171). En células
HT29NIS-NQ-Nal, el yoduro no tiene efecto apreciable en ninguno de los dos
ensayos. En condiciones de hipoxia para las células HT29NIS-HP-Nal y HT29NIS-
HQ-Nal, el yoduro reduce ligeramente el estado redox celular, actuando
probablemente como antioxidante (171), pero no afecta la captacion de glucosa. Se
requieren mas analisis para definir el papel del yoduro en las condiciones de este
estudio, y el efecto que puede tener en andlisis de tipo metabdlico, captacién de

glucosa y determinacién de ROS.

El H202 se usé6 con el fin de tener un control positivo del estado redox, pero los
resultados mostrados en la figura 13, permiten ver que el estado redox no fue
modificado por este componente, mientras que la captaciébn de glucosa se
incrementd. Se ha reportado que una corta exposicion a ROS exdgeno estimula la
activacion de Akt y la traslocacion de GLUT1 a la membrana plasmaética, lo que
puede explicar el aumento en la captacion de glucosa vista analizada aqui (174), en
cuanto a la no modificacion del estado redox se puede especular que el aumento
de la captacion de glucosa incrementa la via de la pentosas fosfato, produciendo

altos niveles de Nicotinamida Adenina Dinucle6tido Fosfato (NADPH) y de glutation
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reducido (GSH), que reducen el H202 a agua, evitando el aumento del estado redox
celular (174).

Factores del microambiente tumoral como la quiescencia y la hipoxia, inducen
cambios en el estado redox celular que estan asociados con el metabolismo tanto
glucolitico como oxidativo. Las células regulan de manera estricta y mediante
diferentes mecanismos el estado redox celular con el fin de evitar el estrés oxidativo.
Las células tumorales sacan ventajas de estas condiciones para proliferar, reducir
la apoptosis e incrementar la supervivencia. En los ensayos de deteccion del estado
redox celular se debe tener especial cuidado en el uso de componentes como NAC
y H202 para una adecuada interpretacion de los resultados, teniendo en cuenta que

sus efectos son multiples y dependen de las condiciones del ensayo.

8. CAPITULO IV: CAMBIOS METABOLICOS PRODUCIDOS EN LAS CELULAS
HT29WT DESPUES DE LA TRANSFECCION CON EL GEN DE LA PROTEINA
NIS

8.1. OBJETIVOS

Identificar cambios en el comportamiento metabdlico debidos a la transfeccion del
gen de NIS en células HT29WT proliferantes y quiescentes en condiciones de

normoxia e hipoxia.

8.2. METODOLOGIA

Se analizé el metabolismo glucolitico y oxidativo de las células tumorales antes y

después de la transfeccion del gen de NIS, para este analisis se obtuvieron extractos
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organicos y proteicos de células HT29WT y HT29NIS proliferantes y quiescentes
sometidas a condiciones de normoxia e hipoxia, a partir de estos extractos se
realizaron los analisis de metabolémica y proteGmica mediante espectrometria de

masas los cuales se detallan a continuacion.

8.2.1. Analisis metabolomico y protedmico mediante espectrometria de masas

8.2.1.1. Anélisis metaboldmico

La extraccion de metabolitos se realizé de acuerdo al procedimiento publicado por
Lorenz MA vy colaboradores con algunas modificaciones (175): después de
terminada la incubacion de células HT29NIS y HT29WT proliferantes y quiescentes
en normoxia e hipoxia, las cajas de cultivo con las células se colocaron sobre hielo,
se les aspirdé el medio de cultivo completamente y se lavaron rapidamente rotando
la caja con soluciéon de sucrosa 250mM (2 segundos), se aspir0 la solucion de
sucrosa y se adicionaron directamente sobre las células 15 mL de nitrégeno liquido.
Aproximadamente pasan maximo 5 segundos entre la adicion de la solucion de
sucrosa y el congelamiento por adicion de nitrégeno. Las cajas con las células
congeladas se almacenaron a -80°C para su posterior extraccion de metabolitos.
Para la extraccion de los metabolitos, las cajas con células se colocaron sobre hielo
e inmediatamente se adicionaron 0.7 mL del solvente de extraccion frio metanol-
cloroformo (9:1) (grado HPLC, Merck Millipore, Billerica, MA, USA), las células se
recuperaron por raspado y se resuspendieron en el solvente de extraccion, se
transfirieron a tubos de microcentrifuga (1.5 mL), se centrifugaron a 16100xg por 3
minutos a 4°C. Se recuperaron los sobrenadantes que contienen los metabolitos
extraidos en tubos nuevos de 1.5 mL. Las muestras se secaron por centrifugacion
al vacio en el Speed Vac (SVC100H, SAVANT, Thermo Fisher Scientific, lllkirch,
Francia). Se dejaron enfriar sobre hielo y luego se almacenaron a -20°C hasta su

analisis por espectrometria de masas.
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e Espectrometria de masas metabolémica

Las muestras obtenidas fueron resuspendidas en 50 pL de una mezcla de
acetonitrilo-H20 (20:80) (HPLC grade, Merck Millipore) y se analiz6 el perfil
metabolico usando cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de masas
en tAndem (LC-MS/MS por su sigla en inglés). Los andlisis de cromatografia liquida
se realizaron usando el sistema DIONEX Ultimate 300 HPLC (Thermo Fisher
Scientific, lllkirch, France). Se inyectan 10 puL de cada muestra a una columna
Synergi 4 um Hydro-RP 80 A 250 x 3.0 mm (Phenomenex, Le Pecq, Francia). Las
fases moviles comprenden &cido férmico 0.1% (Thermo Fisher Scientific) en agua
(A) y 0.1% de acido férmico en acetonitrilo (B). El siguiente gradiente fue
establecido, con una velocidad de flujo de 0.9 mL/min: 0% de fase movil B de 0 a 5
minutos, 0-95% de B desde 5 a 21 minutos, manteniendo a 95% B hasta 21.5
minutos, 95-0% de B desde 21.5 a 22 minutos, y manteniendo a 0% de B hasta 25
minutos para equilibrar la columna. El andlisis de espectrometria de masas se
realizo sobre un espectrometro de masas Q Exactive Plus Orbitrap (Thermo Fisher
Scientific) con una fuente de ionizacién electrospray calentada (HESI IlI) operando
en modo positivo y negativo. La MS de exploracion completa de masa precisa de
alta resolucion (HRAM) y los 5 espectros de MS/MS principales se recopilaron en
modo dependiente de datos con poderes de resolucion de 70000 y 35000,
respectivamente. Se prepar6 una muestra de control de calidad (QC, quality control,
por su sigla en inglés) a partir de una mezcla igual de todas las muestras recogidas.
La muestra de QC se inyecté al comienzo de la corrida y después de cada 9
muestras para monitorear la estabilidad del funcionamiento del espectrémetro de
masas. Los archivos de datos sin procesar Raw se convirtieron en archivos MZxml
usando MSconvert (version 2.1, ProteoWizard) (176). Los datos obtenidos de los
modos de ionizacién positiva y negativa se analizaron por separado utilizando
MZmine (version 2.29)(177) . Se generaron cromatogramas aislados para cada

masa, con un umbral de ruido de 105. Se utiliz6 un algoritmo de basqueda minimo
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local para seleccionar los picos validados. Los picos se alinearon luego mediante
un algoritmo de consenso de muestra aleatoria (RANSAC) con una tolerancia de 10
ppm para m/z y 1 min para el tiempo de retencion (RT). Los valores faltantes se
agregaron usando los mismos rangos m/z y RT observados en las muestras
detectadas, cuando fue posible. Luego se identificaron los picos utilizando la base
de datos del metaboloma humano (HMDB, versién 3.0) con una tolerancia de masa
de 15 ppm (178). Solo los metabolitos identificados fueron retenidos para analisis
adicionales de la ruta. Los resultados obtenidos con cada polaridad se combinaron,
y para los metabolitos que se identificaron en ambos modos, conservamos los
metabolitos con los valores de intensidad media mas altos y observados en la
mayoria de las muestras. Los metabolitos entre los grupos se consideraron
significativamente diferentes cuando p < 0.05, sobre regulados cuando las veces de
cambio fueron = 2 y bajo regulados cuando las veces de cambio fueron < 0.5. El
analisis de las vias metabdlicas se realiz6 con MetaboAnalyst (179, 180)

(https://www.metaboanalyst.ca/).

8.2.1.2. Analisis protedmico

e Obtencion delos extractos proteicos con RIPA para analisis protedmico

Después de terminada la incubacién de células HT29NIS y HT29WT proliferantes y
guiescentes en normoxia e hipoxia como se describi6 arriba, las cajas de cultivo con
las células se colocaron sobre hielo, se lavaron dos veces con PBS frio (5 mL c/u),
luego, se adicion6 RIPA + inhibidores de proteasas (04693124001 cOmplete™, Mini
Protease Inhibitor Cocktail Tablets suministrado en EASYpacks, una tableta para
10 mL de RIPAy PhosSTOP Phosphatas Inhibitor Cocktail Tablets, una tableta para
10 mL de RIPA, Roche): 100 uL para las células proliferantes y 400 pL para las
células quiescentes.

Las células se recuperaron por raspado, se colocaron en un eppendorf (1,5mL), se

incubaron sobre hielo por 20 minutos, se centrifugaron a 16000xg por un minuto a
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4°C. Finalmente, el sobrenadante se colectd, cuantifico y se almacené a -80°C,

hasta la realizacion del andlisis proteémico en el espectrémetro de masas.

e Anélisis protedmico

100 pg del lisado celular se separaron en gel de electroforesis del 10% SDS-PAGE
(corrido corto, 0,5 cm), luego, el gel se lavo 3 veces con agua desionizada (3x10
min) y se tifidé con 20 mL de solucion de tincion de proteinas (InstantBlue Protein
Stain, Expedeon Cat # ISB1L) con agitacion suave por 15 minutos (hasta ver las
bandas). Luego se lavé el gel por un minuto con agua desionizada. La banda que
contiene el proteoma total se corta en pequefios cubos de Imm?y se colocan en un
ependorf de baja unién de 1,5 mL. Se destifien con 200 uL de metanol:bicarbonato
de amonio 50 mM (NH4HCOs3) (1:1v/v) por un minuto con mezclado intermitente en
vortex. El sobrenadante se descartd. Este paso se repitié una vez. Los cubos de gel
se deshidrataron por 5 minutos en 200uL de acetonitriio (ACN): NH4sHCOs 50
mM)(1:1v/v) con mezclado intermitente en vértex. El sobrenadante se descart6. Al
remanente se le adicionaron 200uL de ACN 100%, se mezclaron e incubaron por
30 segundos. El sobrenadante se descart6. Las muestras se secaron por

centrifugacion al vacio en el Speed Vac por 5 minutos.

e Reduccién y alquilacién

Las muestras fueron rehidratadas en 100 pL de DTT 25mM recién preparado en
NH4HCO3 50 mM incubadas por 20 minutos a 56°C. El sobrenadante se descarto.
Luego, se adicioné yodoacetamina 55mM recién preparada en NH4HCO3 50 mM,
se incubd en la oscuridad por 20 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante
se descartd, y la muestra se lavd con 400uL de agua desionizada mezclando en
vortex brevemente. El sobrenadante se descarté. Este paso se repitié una vez. Las
muestras se deshidrataron por 5 minutos con 200uL de ACN: NH4HCO3 50 mM)
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(1:1v/v) mezclando de manera intermitente en vortex. El sobrenadante se descarté.
Se adicionaron 200pL de ACN 100%, se mezclo e incubd por 30 segundos. El
sobrenadante se descartd. Las muestras se secaron por centrifugacion al vacio en

el Speed Vac por 5 minutos.

e Digestion

Las muestras fueron rehidratadas en 20uL de tripsina 10ng/uL (Trypsin Gold Cat.#
V5280, Promega) en un potenciador de la tripsina llamado ProteaseMAX™
Surfactant 0.01% (Promega): NH4HCO3 50mM por 15 minutos. Se adicionan 30uL
mas de ProteaseMAX™ Surfactant 0.01%: NH4HCOsz 50mM para cubrir las
muestras y se mezclé suavemente por varios segundos. Se incub6 por 4 horas a
37°C. Se colecto el condensado de las paredes del tubo centrifugando 12,000xg por
10 segundos. Se mezclé por unos pocos segundos, se transfirid la reaccion de
digestidn con los péptidos extraidos a un nuevo tubo. Se adicionaron 5uL de acido
formico del 25% para obtener una concentracion final de 5% para inactivar la
tripsina. Las muestras se secaron por centrifugacion al vacio en el Speed Vac por 5
minutos. Se dejan enfriar sobre hielo, se resuspenden en ACN-H20 (20:80) y se
almacenan a -20°C hasta el analisis en el equipo de espectrometria de masas (LC-
MS).

e Espectrometria de masas proteémica

Los péptidos resultantes (10 pL) fueron analizados usando un espectrometro de
masas ESI-Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific) incorporando un analizador
Orbitrap de alto campo y acoplado a un sistema de cromatografia liquida capilar
(LC) Ultimate 3000 RSL (Thermo Fisher Scientific). El sistema se configuré para el
modo de preconcentracion utilizando una columna trampa de 300 ym x 5 mm en
configuracion de retrolavado a 40°C (N/P 6720.0315). Se conectdé una columna

EASY-Spray de 15 cm x 150 um (P/ NES806) al sistema y se acopl6 al sistema con
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una fuente EASY-Spray (P/N ES081) que funcionaba a 40°C. La velocidad de flujo
fue de 1.2 pL/min con un gradiente de 5-45% de solvente B (80% de acetonitrilo,
20% de agua, 0.1% de acido formico) contra el solvente A (0.1% de acido formico,
100% de agua) por 180 mn. Se us6 un método dependiente de datos topl5 para la
adquisicién del espectro MS/MS. Los espectros de masas de barrido completo se
midieron de 350 a 1500 m/z con un objetivo de control de ganancia automatico
establecido en 3x10° iones y se inicié una resolucién de 70,000 MS/MS por barrido
a una resolucion de 17,500 para iones con carga potencial de 2+, 3+ y 4+ con una
exclusién dinamica de 20s. MS/MS se registraron con un valor de control automatico
de ganancia establecido en 5x10% iones.

Todos los archivos de datos raw de MS fueron analizados por el software 2.1.1.21
de Proteome Discoverer (Thermo Fisher, Francia) utilizando el motor de blsqueda
Sequest HT contra una base de datos de secuencias de proteinas (version
Uniprot2015 2). X corr confianza se mantuvo superior a 0,7 para todos los
parametros. La tolerancia de masa del precursor se ajustoé a 10 ppm y la tolerancia
a fragmentos de iones fue de 0.02 Da con permiso de dos rompimientos perdidos
en los digeridos de tripsina.

También se utiliz6 una estrategia de bdsqueda en la base de datos decoy para
estimar la tasa de descubrimiento falso (false discovery rate: FDR) para garantizar
la fiabilidad de las proteinas identificadas: un valor limite de FDR del 1% como
criterio estricto y un valor limite de FDR del 5% como criterio relajado utilizando
Percolator y al menos dos péptidos fueron requerido para hacer coincidir la entrada
de una proteina para su identificacion. Se realizo el estricto principio de maxima
parsimonia, y solo los espectros de péptidos con al menos una confianza media se
consideraron para la agrupacion de proteinas. La carbamidometilacion en cisteina
se estableci6 como modificaciones estaticas y la metionina oxidada como
modificacion dindmica. Para la cuantificacion relativa, tanto los péptidos Unicos
como los de racero (péptidos encontrados en mas de un grupo de proteinas) se
consideraron una identificacion altamente confiable y se usaron para la

cuantificacion. La abundancia de iones reporteros se corrigio para impurezas
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isotépicas basado en las hojas de datos del fabricante. Los valores de sefial a ruido
(Signal-to-noise S/N) se usaron para representar la abundancia del ion reportero
con un umbral de co-aislamiento del 75% y un umbral S/N reportero promedio de
10 y mas requerido para los espectros de cuantificacidbn que se utilizaran. Los
valores S/N de los péptidos, que se sumaron a partir de los valores S/N de las
coincidencias del espectro peptidico (peptide-spectrum match PSM), se sumaron
para representar la abundancia de las proteinas. Las proporciones cuantitativas de
proteinas se calcularon y normalizaron por la cantidad total de péptidos y se
escalaron segun el promedio del canal (channel) para cada muestra. Todos los
experimentos se realizaron en cuatro réplicas. Las proteinas entre los grupos se
consideraron significativamente diferentes cuando p < 0.05, sobre expresadas
cuando las veces de cambio son 22 y de expresion disminuida cuando las veces de
cambio son < 0.5. La herramienta IPA (Ingenuity Systems, Redwood City, CA,
www.giagen.com/ingenuity) para analizar redes de proteinas expresadas

diferencialmente.

e Diagramas de Venn

Con esta herramienta se pueden calcular las intersecciones de una la lista de
elementos. Genera una salida de texto que indica qué elementos estan en cada
interseccion o son exclusivos de una lista determinada y también produce una
grafica en forma de diagrama de Venn/Euler. El enlace que permite usar este

software libre es http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. Hasta el

momento no hay una publicacién que describa esta herramienta.
Con esta herramienta se obtuvo la distribucion de proteinas claves del metabolismo
glucolitico y oxidativo que cambian su expresion significativamente en las células

HT29NIS y HT29WT proliferativas y quiescentes en normoxia e hipoxia.
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8.3. RESULTADOS

Para identificar posibles cambios en el comportamiento metabdlico debidos a la
transfeccion del gen NIS en células HT29WT. Se obtuvieron datos de
espectrometria de masas de extractos proteicos que incluyen minimo tres ensayos
independientes de las dos lineas celulares proliferativas y quiescentes en normoxia
e hipoxia. Con el fin de analizar el efecto de la presencia del transportador NIS en
las células HT29, se analizan las diferencias en la captacion de glucosa y el
potencial redox de las dos lineas celulares proliferantes y quiescentes en normoxia
e hipoxia en presencia de yoduro de sodio (Nal).

8.3.1. Andlisis proteémico del metabolismo glucolitico

Se analizan los cambios en la expresion de proteinas involucradas en el
metabolismo glucolitico a partir de los datos de abundancia de las proteinas
obtenidas por espectrometria de masas. En la figura 17 (A) se presenta reduccion
significativa en la expresion de varias enzimas claves del metabolismo glucolitico
en las células HT29NIS al compararlas con las células HT29WT en todas las
condiciones de estudio. Esta reduccién significativa se observa en LDHA, PKM,
PGK1, PFKP y en el transportador de glucosa SLC2A1. El nimero de proteinas del
metabolismo glucolitico afectadas con una reduccion significativa es mayor en
condiciones de quiescencia e hipoxia. En la figura 17(B) se presentan los diagramas
de Venn que muestran las intersecciones que se presentan de las proteinas claves
del metabolismo glucolitico con cada una de las condiciones de estudio. Se puede
observar que el transportador de glucosa (SCL2A1) se reduce de manera
significativa en células HT29NIS proliferativas en normoxia e hipoxia y también en
células HT29NIS quiescentes en hipoxia. En la misma figura se puede ver que

PKM2 se reduce de manera significativa en células HT29NIS proliferativas en
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normoxia y en células HT29NIS proliferativas y quiescentes en normoxia e hipoxia.
Con los resultados obtenidos, se puede sugerir una reduccion significativa del

metabolismo glucolitico en las células HT29NIS comparado con las HT29WT.

8.3.2. Anélisis proteémico del metabolismo oxidativo (ciclo de los &cidos

tricarboxilicos-TCA)

En cuanto al metabolismo oxidativo se puede observar en la figura 17 (A) que varias
de las proteinas involucradas en el metabolismo oxidativo (TCA) tienden a aumentar
significativamente en las células HT29NIS en todas las condiciones de estudio. Las
proteinas que tienen aumento significativo son PDHB, ME2, FH, SDHA, OGDH,
IDH3 e IDHB. Las proteinas que mayor aumento significativo presentan son PDHA1
y IDH3B y se da en condicion de quiescencia e hipoxia. En la figura 17 (C) se
muestran los diagramas de Venn para las proteinas que aumentan de manera
significativa en el metabolismo oxidativo. En células proliferantes y quiescentes en
hipoxia se presenta el mayor numero de proteinas que aumentan significativamente
al comparar las células HT29NIS con HT29WT. De acuerdo con los resultados
obtenidos se puede sugerir que la transfeccion de NIS en las células HT29WT
modifican su metabolismo, se reduce el metabolismo glucolitico y se incrementa el
metabolismo oxidativo. Los cambios se observan en células en normoxia, pero los
cambios son mas relevantes cuando las células se encuentran en estado quiescente

en condicion de hipoxia.

8.3.3. Captacién de glucosay potencial redox citosélico

En este ensayo las células HT29NIS y HT29WT proliferativas y quiescentes
después de ser sometidas a hipoxia y normoxia, se les adiciono el yoduro de sodio
(Nal), con el fin de ver la influencia del transportador NIS en el estado redox y en la
captacion de glucosa de las células. Después de someter las células a los

tratamientos indicados, se incuban inmediatamente con las sondas fluorescentes,
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manteniendo las condiciones de hipoxia y normoxia iniciales, como se describe en
la metodologia. Después de la incubacién con las sondas fluorescentes se toman
las imagenes para cada condicion (100 imagenes por pozo, con duplicado de cada
condicién). El analisis de las imagenes es mostrado en la figura 18, las diferencias
mas sobresalientes entre las dos lineas celulares se presentan en el estado redox
de las células quiescentes en normoxia (QN), donde, para las células HT29NIS-NQ
y HT29NISNQ-Nal se detecta un incremento comparado con las HT29WT-NQ y
HT29WTNQ-Nal. Lo que nos permite sugerir que, para esta condicion, las células
HT29NIS son mas susceptibles al estrés celular y la adicion de yoduro a estas
células no genera cambio del estado redox. En las células HT29WT-NQ-Nal la
adicion de yoduro genera un leve incremento del estado redox celular y en las
células HT29WT-NP-Nal la adiciéon de yoduro aumenta la captacién de glucosa. Lo
que sugiere que las células HT29WT también incorporan yoduro, pero en muy baja

proporcion, como se muestra en la figura 4.
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Figura 17. Variacion en los niveles de proteinas involucradas en el metabolismo

glicolitico y oxidativo (TCA) entre las células HT29NIS y HT29WT proliferativas y
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quiescentes en normoxia e hipoxia. (A) Mapa de calor de proteinas involucradas en las
vias glucolitica y oxidativa (TCA). El color verde y rojo indican aumento y disminucién en
los niveles de expresion de las proteinas respectivamente. Los valores mostrados
corresponden a incremento o disminucion significativo de las proteinas indicadas. Un valor
de p<0.05 se consideré significativo. Proteinas de la via glucolitica: L-lactato
deshidrogenasa cadena A (LDHA), Piruvato quinase (PKM), Alfa-enolasa (ENO1),
Fosfoglicerato mutasa 1 (PGAML1), Fosfoglicerato quinasa 1 (PGK1), Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH), Triosafosfato isomerasa (TPI1), Fructosa-bisfosfato
aldolasa A (ALDOA), Fosfofructoquinasa dependiente de ATP, tipo plaquetas (PFKP),
Hexoquinasa-1 (HK1), Hexoquinasa-2 (HK2) and miembro 2 de la familia transportadora de
soluto (SLC2A1). Proteinas del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA): Citrato sintasa
mitocondrial (CS), Aconitato hidratasa mitocondrial (ACO2), Isocitrato deshidrogenasa 3
[NAD] subunidad beta mitocondrial (IDH3B), isocitrato deshidrogenasa 3 [NAD] subunidad
alfa mitocondrial (IDH3A), isocitrato deshidrogenasa 2 (NADP+) mitocondrial (IDH2), 2-
oxoglutarato  deshidrogenasa mitocondrial (OGDH), similar a 2-oxoglutarato
deshidrogenasa, mitocondrial (OGDHL), Succinato deshidrogenasa [ubiquinona]
flavoproteina subunidad mitocondrial (SDHA), Fumarato hidratasa mitocondrial (FH),
Malato deshidrogenasa mitocondrial (MDH2), enzima malica NAD dependiente mitocondrial
(ME2), Piruvato deshidrogenasa componente E1 subunidad alfa, forma somatica
mitocondrial (PDHA1), Piruvato deshidrogenasa componente E1 subunidad beta
mitocondrial (PDHB). (B) Diagramas de Venn de proteinas que muestran reduccion
significativa en el metabolismo glucolitico (Glycolysis down) y (C) Diagramas de Venn de
proteinas que muestran aumento significativo en el metabolismo oxidativo (TCA-up).
Células HT29NIS en normoxia (NISNP), células HT29WT silvestres (wild type) en normoxia
(WTNP), células HT29NIS en hipoxia (NISHP), células HT29WT en hipoxia (WTHP), células
HT29NIS en normoxia (NISQN), células HT29WT en normoxia (WTQN), células HT29NIS
en hipoxia (NISHQ) y células HT29WT en hipoxia (WTHQ).

La figura 17 muestra cambios en los niveles en la expresion de las proteinas de la via
glucolitica y de la via de TCA de las células HT29NIS con respecto a las células HT29WT.
Para el analisis se usaron los datos de abundancia de las proteinas obtenidos por
espectrometria de masas. Se realizaron 3 réplicas por cada condicion. El color corresponde

al promedio para cada condicion y cada linea celular. Los valores numéricos de la derecha
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corresponden a la relacion de los promedios entre células HT29NIS/HT29WT. Los valores
mayores que uno indican aumento de la expresion y los valores menores que uno indican
disminucién de la expresion de la respectiva proteina. Se toman como cambios
representativos valores por encima de 2 que indican aumento y valores por debajo de 0,5

indican disminucion de la expresion.

Glucose uptake

HT29NIS-HQ-Nal
HT29NIS-HQ
HT29NIS-HP-Nal
HT29NIS-HP
HT29NIS-NQ-Nal
HT29NIS-NQ
HT29NIS-NP-Nal
HT29NIS-NP _
HT29WT-HQ-Nal
HT29WT-HQ
HT29WT-HP-Nal

HT29WT-HP WT
HT29WT-NQ-Nal
HT29WT-NQ
HT29WT-NP-Nal
HT29WT-NP

HYPOXIA

NORMOXIA

Imagen Number

HYPOXIA

NORMOXIA

0 m 0 T 0

Mean Glc Signal Intensity Mean Redox Signal Intensity

Figura 18. Captacién de glucosa y potencial redox citosélico de las células HT29NIS
y HT29WT proliferativas y quiescentes en normoxia e hipoxia. La determinacion se
realiza a través de imagenes de fluorescencia, para la captacion de glucosa se usoé la sonda
2-N-7-nitrobenz-2-oxa-1,3diazol-4-ylamino-2-deoxyglucose (2-NBDG). Para el potencial
redox citosolico se usé la sonda fluorescente RedoxSensor Red CC-1. Se adicion6 yoduro
de sodio (Nal) como se indica en la figura 1. Se muestran los resultados obtenidos para uno
de los duplicados de cada condicion. Después de la incubacién con la sonda fluorescente
se obtuvieron aproximadamente 100 imagenes por cada condicibn mediante microscopio
de fluorescencia (Zeiss), las cuales se analizaron usando el software ImageJ. La figura
muestra el nimero de imagenes vs la intensidad de la sefial fluorescente de cada sonda.

NP: normoxia-proliferativas, NQ: Normoxia-quiescentes, HP: Hipoxia-proliferativas, HQ:
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Hipoxia-quiescentes (el nimero de imagenes en normoxia se muestra en verde y el de

hipoxia en rojo).

8.4. DISCUSION DE RESULTADOS

El metabolismo celular esta finamente regulado, de tal manera que cualquier cambio
dentro o fuera de la célula lo afecta directa o indirectamente. De acuerdo con los
resultados obtenidos en este estudio, se puede demostrar que la transfeccién de un
gen modifica el metabolismo celular glucolitico y oxidativo. Las modificaciones que
ocurren en el metabolismo dependen de la funcion del gen transfectado. La
introduccién del gen que codifica la proteina NIS en las células de adenocarcinoma
de colon HT29WT reduce significativamente el metabolismo glucolitico y aumenta
el metabolismo oxidativo. Estos cambios metabdlicos estan relacionados
principalmente con la funcién de transporte de yoduro y sodio por la proteina

codificada por el gen de NIS, como analizaremos mas adelante.

Al analizar la viabilidad (Figura 2), la captacion de glucosa y el estado redox (Figura
16) de las células HT29WT silvestres y las células transfectadas HT29NIS
proliferativas en condiciones de normoxia (NP), se encuentra que no sufren cambios
significativos después de la transfeccion. Cuando se analizaron las rutas
metabdlicas glucoliticas y oxidativas, se encontraron diferencias significativas en la
expresion de varias de las enzimas involucradas en estos procesos (Figura 17). En
la Figura 17A al igual que en las figuras 7, 8 y 10 se observé una reduccion
significativa de las proteinas LDHA, PKM, y SLC2A1 o GLUTL1 para las células
HT29NIS, lo que sugiere una reduccion de la via glucolitica en estas ceélulas. Vale
la pena resaltar que en estas células la captacion de glucosa no sufre cambios
significativos (Figura 18). Se ha reportado que la reduccion de la expresion de
GLUT1 no es suficiente para suprimir la captacion de glucosa, ya que puede haber
un transporte positivo de glucosa mediado por amfiregulina (AREG). AREG es un
miembro de la familia EGF que contribuye a la proliferacién y progresion del cancer.

En este estudio se demostré que AREG esta involucrado en la tumorigénesis y el
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metabolismo de la glucosa y, por lo tanto, se valida como un objetivo prometedor
para la terapia contra el cancer colorrectal (CCR) (181). En la Figura 17A, se
observa un aumento significativo de las enzimas ME2, FH y SDHA para las células

HT29NIS, lo que sugiere un predominio de la via oxidativa en estas células.

Una posible explicacidén para estos cambios es la probable insercion del gen de NIS
junto al promotor o potenciador (enhancer) de enzimas involucradas en las rutas
metabdlicas glucoliticas y oxidativas, y una vez que la proteina se expresa, se une
a estas regiones en el ADN y reprime o activa la transcripcién de estos genes,
reduciendo o aumentando asi su expresion. Se requieren estudios adicionales para

verificar esta hipétesis.

Otro de las diferencias entre las células HT29WT y HT29NIS es la capacidad
captadora de yodo de las células HT29NIS transfectadas, como se observa en la
figura 4. Es particular que el comportamiento observado en las dos lineas sea el
mismo después de adicionar yoduro, tanto en la captacion de glucosa como en el
estado redox (Figura 3). Se ha predicho que I es uno de los antioxidantes terrestres
mas antiguos y las propiedades reductoras de |- lo convierten en un importante
reductor de especies reactivas de oxigeno (ROS) (171), adicionalmente, ha sido
reportado que la oxidacion de |- a hipoyodito (10°) lo convierte en un oxidante potente
con una fuerte actividad bactericida (182, 183). Otro estudio indica que I, junto con
SCN-, con el que comparte transportadores y mecanismos oxidativos, puede
participar como agente antibacteriano, antiviral y antifungico (184, 185). Estudios
recientes han demostrado los efectos antineoplasicos de |- en el cancer de mama
(186) y también los efectos antiproliferativos y citotoxicos en las lineas celulares de

carcinoma humano (187).

Green, y colaboradores en 1966 (188), reportaron cambios metabdlicos inducidos
por el yoduro inorganico en cortes de tiroides de res. Ellos postularon que el yoduro
0.1 mM conduce a un aumento en las oxidaciones del ciclo de Krebs. Por ejemplo,
a 50 mM de yoduro, se mostraron varios efectos inhibitorios: disminucion del

consumo de oxigeno; disminucion de la oxidacion de glucosa; disminucion de la
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glucolisis aerobia; y disminucién de la oxidacion de piruvato y acetato cuando el
piruvato o acetato estaba presente en alta concentracion (10 y 25 mM,

respectivamente).

Teniendo en cuenta estas propiedades del yoduro, se puede sugerir que la
captacion de yoduro por las células HT29NIS proliferativas en normoxia induce
importantes cambios metabdlicos en las vias glucoliticas y oxidativas como se
muestra en este estudio, aunque no se detecten cambios apreciables en la

captacion de glucosa y el estado redox celular.

Cuando las células proliferativas HT29NIS y HT29WT se compararon en hipoxia, se
observa que la viabilidad (Figura 2), la captacion de glucosa y el estado redox
(Figura 18) no experimentan cambios significativos. El analisis del metabolismo
glucolitico muestra reduccion significativa de dos enzimas involucradas en esta via
PGK1y SLC2A1 0 GLUT1 (Figura 17), y en el metabolismo oxidativo se incrementan
tres enzimas de manera significativa FH, OGDHL y IDH3A. Segun la literatura, la
eficiencia del transporte de electrones en condiciones hipdxicas se reduce, lo que
conduce a una mayor produccion de ROS mitocondriales (189). Un aumento
dramatico en los niveles de ROS resulta en la muerte celular en condiciones de
hipoxia crénica (190). Por lo tanto, el cambio del metabolismo oxidativo al glucolitico
representa una respuesta adaptativa para prevenir el exceso de oxidante y la
deficiencia de energia. Los cambios mostrados por nosotros en las células
HT29NIS-HP en la via glucolitica y oxidativa pueden estar asociados con la
captacion de yoduro y sus propiedades antioxidantes, lo que resulta en una
disminucioén de la produccion de ROS que conduce a una reduccién en la expresion
de enzimas glucoliticas y aumento de las enzimas oxidativas. Cabe sefialar que la
expresion correcta de NIS en la membrana se ve afectada y la captacidon de yoduro
en estas condiciones se reduce drasticamente (Figura 4), lo que podria reducir el
efecto antioxidante del yoduro. También se debe tener en cuenta que se esta
comparando las células HT29NIS y HT29WT proliferativas en hipoxia y en estas

condiciones predomina el metabolismo glucolitico, pero segun los resultados
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obtenidos, en las células HT29NIS esta menos activo y en las células HT29WT

presenta mayor actividad.

El analisis de las células quiescentes HT29NIS y HT29WT en normoxia muestra que
la viabilidad (Figura 2) y la captacién de glucosa (Figura 18) no experimentan
cambios significativos; mientras que el estado redox en las células HT29NIS
quiescentes en normoxia aumento y curiosamente la adicion de yoduro no modifico
este aumento. Con respecto al metabolismo glucolitico y oxidativo, se observaron
algunos cambios significativos en algunas enzimas de estas vias (Figura 17), pero
no se define una tendencia clara hacia una via metabdlica especifica. En el analisis
del estado redox, se encontré que las células HT29NIS presentaron un estado redox
mas alto que las células HT29WT, esto puede explicarse por la capacidad captadora
de yodo de las HT29NIS. También en estas condiciones, se vio afectada la
expresion y localizacion de NIS y se redujo la captacién de yoduro (Figura 4), por lo
tanto, se redujo el efecto antioxidante del yoduro. Las células HT29NIS son mas
sensibles al estrés celular que las células HT29WT. El metabolismo en este caso no

tiene un predomino claro en las dos lineas celulares.

Bajo condiciones de hipoxia y quiescencia, se observaron cambios significativos en
las células HT29NIS, tales como: reduccién de la viabilidad celular (Figura 2) y
reduccion del metabolismo glucolitico (se disminuyen significativamente: LDHA,
PKM, PFKP y SLCA2A1 o GLUT1) y aumenté del metabolismo oxidativo (se
aumentan significativamente: PDHA1, OGHDL y IDH3B) (Figura 17). La captacion
de glucosa y el estado redox (Figura 18) no experimentan cambios significativos. En
estas condiciones, encontramos cambios en la ubicacion de la proteina NIS (Figura
5), reduccién de su expresion (Figura 3) y, por lo tanto, una reduccidén dramatica en
la captacion de yoduro (Figura 4), lo que podria estar relacionado con la disminucion
de su efecto antioxidante. Se puede sugerir que las células HT29NIS en estado
quiescente aumentan la velocidad glucolitica, dada por el efecto antioxidante del
yoduro, lo que resulta en una alta produccién de acido lactico que debe excretarse

para mantener la homeostasis del pH y evitar la acidosis intracelular, por lo tanto, el
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pH extracelular se reduce (Figura A en anexos). Se ha reportado que este pH bajo
promueve el desprendimiento celular al estimular la secrecién y/o activacion de
varias hidrolasas que degradan los componentes de la matriz extracelular (ECM)
favoreciendo la migracién e invasién de las células tumorales (191-193), también
activa la apoptosis de células en la periferia del tumor (194). Esto podria explicar la
reduccion en la viabilidad celular observada en células quiescentes HT29NIS en
hipoxia (Figura 2). En las células HT29WT, el metabolismo glucolitico no se ve
afectado y, por lo tanto, no existe una produccion exagerada de acido lactico, lo que
permite mantener la viabilidad celular. La condicion de hipoxia a la que se someten
estas células quiescentes después de 48 horas de incubacion, podria ser el estimulo
apropiado para que las células en estado quiescente se transformen en células
proliferativas y, por lo tanto, reduzcan la glucdlisis y aumenten el metabolismo
oxidativo, como se observa en los resultados. La captacién de yoduro por las células
HT29NIS, aunque minima, tendria un efecto que explicaria las diferencias
observadas en la viabilidad y el metabolismo glucolitico y oxidativo con respecto a
las células HT29WT.

La transfeccion del gen de NIS en las células HT29WT modifica su metabolismo
glucolitico y oxidativo, este cambio modifica el comportamiento celular en
condiciones de hipoxia y quiescencia, lo que conduce a la reduccion de la viabilidad
celular y cambio del pH extracelular. Estos cambios pueden atribuirse al efecto
antioxidante y oxidante que se ha reportado para el yoduro (171). Estos cambios
metabdlicos deben tenerse en cuenta en los estudios realizados con estas células

para interpretar adecuadamente los resultados obtenidos.
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9. CAPITULO V: EFECTO DE LA HIPOXIA Y LA QUIESCENCIA SOBRE EL
PROTEOMA Y METABOLOMA DE LAS CELULAS HT29NIS

9.1. METODOLOGIA

A partir del analisis de los datos de protedmica y metabolémica obtenidos en el
numeral 8.2.1 para las células HT29NIS proliferantes y quiescentes en normoxia e
hipoxia, se encuentran variaciones significativas a nivel del metabolismo celular, la
sefalizacion celular, el ciclo y el transporte celulares, que podrian explicar la

retencion intracelular de la proteina NIS inducida por la hipoxia y la quiescencia.

9.2 RESULTADOS

9.2.1 Andlisis de las variaciones encontradas en el proteoma y metaboloma
de células HT29NIS que expliquen la retencion intracelular de la proteina NIS

inducida por hipoxiay quiescencia

Para estudiar el mecanismo molecular fundamental de la retencion de NIS inducida
por quiescencia e hipoxia, se realizaron experimentos de proteOmica Yy
metabolémica para comparar las células HT29NIS proliferativas o quiescentes bajo

condiciones de normoxia o hipoxia.

9.2.1.1 Andlisis proteémico

Inicialmente se hizo un andlisis de la variacion de los niveles de expresion de las
proteinas en las condiciones de estudio, durante el andlisis se encuentran
variaciones en el proteoma de algunas funciones relevantes de la célula como son

el metabolismo celular, la sefializacién celular, el ciclo y el transporte celulares como
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se muestra en el mapa de calor de la figura 19A. Los niveles de proteinas
relacionadas con la glicélisis se incrementaron en células proliferativas en hipoxia y
en ceélulas quiescentes en normoxia. Los niveles de proteinas relacionadas con el
ciclo de Krebs (TCA-Cycle) se incrementaron en células quiescentes. Varias de las
proteinas relacionadas con la sefializacion dada por HIF-1a, sirtuina y EIF2,
aumentan sus niveles en células quiescentes en hipoxia. Como se esperaba, se
encuentran bajos niveles de proteinas relacionados con el ciclo celular asociados a
la condicion de quiescencia. Con respecto a la sefializacion del trafico celular, se
encontré6 un aumento en los niveles de las proteinas relacionadas con el
citoesqueleto de actina en células quiescentes en normoxia. Pero las proteinas
relacionadas con las vias de endocitosis mediada por caveolas, uniones epiteliales
adherentes, maduracion del fagosoma y endocitosis mediada por clatrina,
mostraron una disminucion en su expresion en células quiescentes en hipoxia. En
la figura 19B y 19C, se muestran los diagramas de Venn que representan la relacion
existente entre las diferentes condiciones usadas en este estudio y el cambio
significativo en los niveles de expresion de proteinas. En la figura 19B, se muestran
los niveles de proteinas que aumentan significativamente (upregulated), las cuales
se relacionaron con quiescencia, pero difieren de acuerdo con la condicion de
hipoxia o normoxia. En el diagrama de Venn de la figura 19C se muestran los niveles
de proteinas que se reducen significativamente (downregulated) que fueron
encontrados principalmente cuando las células quiescentes en hipoxia fueron
comparadas con las células quiescentes en normoxia. En la figura 19D, se resumen
todas las vias que cambian significativamente. Se requieren analisis adicionales
para definir el mecanismo molecular fundamental de los efectos observados sobre

la expresion y localizacion de la proteina NIS.
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Figure 19. Cambios significativos en los niveles de expresion de proteinas. Este
analisis se realiz6 en células HT29NIS proliferativas en normoxia (NP) e hipoxia (HP),
y en células HT29NIS quiescentes en normoxia (NQ) e hipéxia (HQ). (A) Mapa de calor
de las proteinas que mostraron cambios significativos en los niveles de expresién en vias
relevantes del funcionamiento celular. El color verde indica aumento en los niveles y el color
rojo indica disminucion en los niveles. (B) Diagrama de Venn de proteinas que aumentan
su expresion (Upregulated). (C) Diagrama de Venn de proteinas que disminuyen su
expresion (downregulated). (D) Diagrama de Venn de vias significativamente alteradas. Se
muestran Unicamente las vias significativamente alteradas comparadas con células
HT29NIS proliferativas en normoxia (NP). Se consideran significativos los valores con
p<0.05.

9.2.1.2. Analisis metaboldmico

El analisis metabdlomico realizado se hace con el fin de comparar el
comportamiento metabdlico de las dos lineas celulares en estudio en las
condiciones establecidas. En este apartado se utilizan para estudiar el mecanismo
molecular fundamental de la retencién de NIS inducida por quiescencia e hipoxia,
en células HT29NIS proliferativas y quiescentes bajo normoxia e hipoxia. En la
figura 20A se muestra el mapa de calor que reporta las variaciones de los
metabolitos relacionados con las vias glicolitica y ciclo de Krebs. Los resultados
mostraron que el acido pirdvico se incrementd en células quiescentes en normoxia
y disminuye en células quiescentes en hipoxia. El acido lactico se incrementd en
células quiescentes en hipoxia y normoxia. Varios metabolitos del ciclo de Krebs
disminuyeron en células quiescentes en hipoxia. También en este mapa de calor se
muestra el aumento de un metabolito conocido como uridina difosfato N-
acetilglucosamina que interviene en el control del trafico endocitico de proteinas,
contribuyendo con la regulacién de la glicosilacion especifica de proteinas (195) .
La figura 20B muestra los diagramas de Venn de las vias alteradas
significativamente en las diferentes condiciones comparado con células
proliferativas en normoxia. En la figura 21 se hizo una representacién esquematica

con los perfiles de expresion de algunos metabolitos intermediarios y de algunas de
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las enzimas detectadas en el ciclo de los acidos tricarboxilicos, para cada una de
las condiciones de estudio. Se observa reduccion de los metabolitos en condiciones
de hipoxia tanto para células proliferativas como quiescentes. También se puede ver
un aumento en los metabolitos en normoxia de células quiescentes. Las enzimas
involucradas en el ciclo de los acidos tricarboxilicos practicamente todas tienden a
aumentar su expresion, siendo mayor su presencia en células quiescentes en
hipoxia, excepto la aconitasa hidratasa que no cambia entre normoxia e hipoxia en
células quiescentes. Es particularmente interesante que, en células quiescentes en
hipoxia, donde se presenta mayor expresion de enzimas, es donde la presencia de
metabolitos es mas baja. Se puede especular que la actividad enzimatica puede
verse afectada en las condiciones mencionadas. Estos resultados de metabolémica
suministran informacién preliminar sobre cambios en el metabolismo celular

inducidos por las condiciones experimentales usadas en este estudio.
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Figura 20. Cambios significativos en los niveles de metabolitos. Este analisis se
realizd en células HT29NIS proliferativas en normoxia (NP) e hipoxia (HP), y en
células HT29NIS quiescentes en normoxia (NQ) e hipéxia (HQ). (A) Mapa de calor de
metabolitos que cambian significativamente y estan relacionados con glicdlisis, ciclo de
Krebs (TCA tricarboxylic cycle acids por su sigla en inglés) y trafico endocitico de proteinas.

El color verde indica aumento de los niveles, el color rojo disminucion de los niveles. Los

valores mostrados corresponden a p<0.05. (B) Diagramas de Venn para vias que se alteran
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significativamente comparadas con células HT29NIS proliferativas en normoxia (NP). Un

valor de p<0.05 fue considerado significativo.
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Figura 21. Regulacion del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) en células HT29NIS

proliferativas en normoxia (NP) y en hipoxia (HP), en células HT29NIS quiescentes en
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normoxia (NQ) y en hipoxia (HQ). Representacion esquematica con los perfiles de

expresion de metabolitos y enzimas detectadas.

9.3 DISCUSION DE RESULTADOS

Con el fin de estudiar el mecanismo fundamental de esta retencion de NIS inducida
por hipoxia y quiescencia, se realizaron experimentos de protedmica y
metaboldmica que son mostrados en las figuras 20 y 21. La quiescencia induce
muchos cambios en el proteoma de las células HT29NIS (Figura 20).
Especialmente, como se esperaba, los niveles mas bajos de proteinas relacionadas
con el control del ciclo celular de la replicacibn cromosémica se reducen por
quiescencia (Figura 20C), ademas, se modifican otras vias como el metabolismo,
sefalizacion y trafico celular). Por el contrario, la hipoxia indujo pocas variaciones
globales del proteoma en nuestras condiciones experimentales. Se encontraron
cambios globales similares en las rutas metabdlicas (Figura 21). Un enfoque en el
ciclo del acido tricarboxilico (TCA) (Figura 21) mostro que las enzimas relacionadas
son inducidas principalmente por la quiescencia, y para los metabolitos relacionados
con el TCA y el &cido piravico, encontramos niveles ligeramente reducidos en
células proliferativas en condiciones hipdxicas si se compara con la condicion
normoéxica como se esperaba. Nuestros resultados también mostraron un mayor
nivel de los mismos metabolitos en células quiescentes en condiciones normoxicas
en comparacion con las células proliferativas, este aumento podria estar
relacionado con niveles mas altos de las enzimas. Finalmente, los metabolitos
relacionados con el TCA y los niveles de &cido piravico disminuyeron fuertemente
en las células quiescentes en condicion de hipoxia. Este efecto es mas que cambios
acumulativos y podria explicar la disminucién de la viabilidad celular (Figura 3).
Hasta donde sabemos, ninglin otro estudio se realizd con condiciones

experimentales similares. Sin embargo, Lee y sus colaboradores (196) estudiaron
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la transicion de la quiescencia a la proliferacion de una linea celular de linfocitos
pro-B murinos no malignos en respuesta a IL-3 utilizando protedmica y
metabolémica. Cabe sefalar que las condiciones experimentales y las lineas
celulares estudiadas son diferentes. Por lo tanto, los resultados de esta otra
publicacion con los de este estudio no se pueden comparar facilmente. Por ejemplo,
los perfiles temporales de las enzimas del ciclo TCA en respuesta a IL-3 estan

regulados negativamente, al contrario de los resultados aqui mostrados.

En este estudio se muestra por primera vez que la captacién de yoduro mediada por
NIS esta alterada por la quiescencia o la hipoxia, probablemente como
consecuencia de diferentes mecanismos de localizacién errénea de la proteina en
la membrana plasmatica. Varias publicaciones reportaron la expresion intracelular
de NIS en células tumorales a pesar de los primeros reportes que mostraron baja
expresion de proteinas en estudios de inmunohistoquimica de tumores de tiroides
(49-51). Tazebay y sus colaboradores observaron mediante técnicas de
inmunohistoquimica con anticuerpos anti-NIS que el 80% de los tumores de seno
exhibieron marcaje intracelular (11). Otra publicacién del mismo grupo reporto el
marcaje intracelular de NIS en tiroides, mama y otros carcinomas (197). Los autores
propusieron que NIS se sobre expresa en estos tumores, pero en lugar de ubicarse
en la membrana basolateral, NIS se localiza predominantemente a nivel intracelular
(197). El grupo TIRO demostré que NIS no se sobre expresa en compartimentos
intracelulares en los canceres de tiroides y de mama (198) y que la fuerte tincién
intracelular observada se debe principalmente a la union inespecifica de los
anticuerpos (198). Sin embargo, no podemos descartar que la localizacion alterada
de NIS en las células de cancer de tiroides pueda contribuir a disminuir su expresion
en la membrana plasmatica y reducir la captacion de yoduro mediada por NIS.
Varios estudios demostraron que la localizacion de NIS en la membrana plasmatica
esta fuertemente regulada (9) y se propusieron varios motivos de clasificacion (6,

9), pero los mecanismos moleculares subyacentes siguen siendo desconocidos.
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Varios estudios sobre diferentes proteinas de membrana demostraron que la hipoxia
modula la endocitosis de las integrinas y de la Na, K-ATPasa (199). Por ejemplo, en
células epiteliales alveolares, Dada y colaboradores demostraron que la endocitosis
de Na, K-ATPasa inducida por hipoxia esta mediada por especies reactivas de
oxigeno mitocondriales, PKC-zeta (200) y activacion de RhoA (201). Por otro lado,
Kiang y colaboradores también informaron que la hipoxia indujo PKC (202), por lo
tanto, se podria hipotetizar que los sitios de fosforilacion de NIS podrian estar
involucrados. Vadysirisack y colaboradores estudiaron cinco sitios de fosforilacién
de NIS, pero ninguno de ellos parece estar involucrado en la regulacion de la
proteina en la membrana plasmética (203) . Lo anterior sugiere que se requieren

mas estudios sobre otros sitios de fosforilacion putativos.

Ademéas de los supuestos sitios de fosforilacion involucrados, Chung vy
colaboradores demostraron que la localizaciéon en la membrana de hNIS y su
funcién de captacion de yodo dependen de la glicosilacion (204). Existen evidencias
de qgue metabolitos pueden controlar directamente el trafico endocitico de las
proteinas (195), como la regulacién de la glicosilacion de proteinas especificas
limitando los niveles de uridina difosfato N-acetilglucosamina. Nosotros
encontramos que este compuesto aumenta significativamente en las células
quiescentes (Figura 20A), lo que sugiere que la quiescencia podria inducir
endocitosis de NIS y contribuir a reducir la localizaciéon de NIS en la membrana
plasmatica y reducir la captacion de yoduro mediada por NIS. Para determinar si la
retencion intracelular de la proteina NIS se debe a alteraciones en el transporte
celular en las condiciones de estudio, se analizaron varias de las proteinas
implicadas en el transporte subcelular, a partir de los datos de abundancia de
proteinas obtenidos del andlisis protedmico de extractos proteicos obtenidos

mediante espectrometria de masas (Figura 19A).

Para este andlisis se deben tener en cuenta las siguientes consideraciones: las

células tumorales se adaptan a la hipoxia modulando la produccion y utilizaciéon de
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la energia; la endocitosis es un proceso que consume energia y que es suprimido
durante la hipoxia (205). Todas las proteinas secretadas sintetizadas de novo
destinadas a los sistemas secretorio y endolisosomal son transportadas desde el
reticulo endoplasmico (ER) al aparato de Golgi (AG) antes de ser liberadas a su
destino final. Las proteinas secretadas son sintetizadas en el ER, salen del ER a
ERES (sitio de salida del ER) en vesiculas cubiertas con la proteina COPII, la cual
es un coatdmero, un complejo de proteinas de cubierta vesicular, responsable del
transporte vesicular desde el reticulo endoplasmatico rugoso (RER) hasta el AG.
Las vesiculas con COPII son transportadas a un compartimiento intermediario de
ER al AG (ERGIC). Las proteinas se clasifican en ERGIC en portadores
anterdgrados que las trasladan a Golgi. Después de pasar a través del AG, las
proteinas son seleccionadas en la red del trans-Golgi (TGN) para ser liberadas a la
membrana plasmatica (PM), endosomas tempranos y tardios (EE, LE) y en algunas
células a granulos secretorios. Una via de reciclaje mediada por COPI recupera
proteinas del AG y ERGIC y las devuelve al ER (206). La capa de proteinas COPI
esta compuesta por complejos heptaméricos llamados coatameros. Las vesiculas
COPI pueden transitar el camino de ida y vuelta al ER o pueden transportar
proteinas a los compartimientos mas proximales ( desde trans a Golgi medio, desde
medio a cis-Golgi, desde cis-Golgi a ERGIC, y desde ERGIC a ER) (206). Sarl,
Sec23/24, y Secl3/31 son los minimos componentes requeridos para generar
vesiculas COPII in vitro (207). p115 es una proteina periférica de membrana
presente en el compartimiento intermediario y vesiculas del cis-Golgi que funcionan
en el transporte del ER a AG (208). La clatrina esta involucrada en cubiertas de
membranas que son endocitadas desde la membrana plasmaética y aquellas que se
mueven entre la TGN y endosomas. Cuando cubre membranas, la clatrina no se
une directamente a la membrana, sin0o que se asocia a través de proteinas
adaptadoras, AP-2 y AP-1 que median la endocitosis en la membrana plasmética y
el transporte mediado por clatrina desde la TGN a endosomas, respectivamente

(209). La proteina naciente es traslocada al lumen del ER y a medida que una
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proteina sintetizada de novo emerge, esta es secuencialmente modificada por una
variedad de enzimas, en particular la adicién de carbohidratos a través de enlaces
N-glicosidicos y la formacion de enlaces disulfuro, los cuales incrementan la
solubilidad y estabilidad de la proteina, asi como también chaperonas que
promueven el plegamiento evitando la agregacion de intermediarios. Muchos
estudios que analizan la actividad transportadora de portadores de solutos (SLC)
tras la eliminacion de la N-glicosilacion de SLC han reportado una funciéon de
transporte reducida, la cual, en la mayoria de los casos podria explicarse en parte
por una reducida localizacion en la membrana (210). La proteina NIS tiene tres
sitios de N-glicosilacién (Asn485, Asn497, y Asn225 en el caso de NIS de rata) (2).
Una proteina de membrana es generalmente producida en el ER, y luego se mueve
hacia la membrana celular a través del AG, este proceso de localizacion en la
membrana requiere modificaciones postraduccionales adecuadas de la proteina
incluyendo fosforilacion y glicosilacion (211). Levi y colaboradores observaron que
NIS es altamente glicosilada en membranas (212) y que la glicosilacion esta
relacionada de algun modo con la maduracion funcional de una proteina de
membrana, al igual que el transporte y localizacion en la membrana plasméatica
(213). Sin embargo, los mismos autores reportaron que una triple mutante de NIS
completamente no glicosilado fue altamente activa, y su afinidad por el yoduro y su
tiempo de vida media son similares a los de la proteina NIS Silvestre (214). En otro
estudio mas reciente, publicado por Chun y colaboradores, midieron los cambios
mediados por la glicosilacion en la localizacion subcelular de hNIS y su funcién
captadora de yoduro, demostraron que la glicosilacion juega un papel critico en la
traslocacion a la membrana de hNIS y esto da como resultado aumento en la
captacion de yoduro (204). Teniendo en cuenta la importancia del transporte celular
en la localizacion correcta de las proteinas de membrana, nosotros analizamos
cambios en la expresion de varias proteinas involucradas en este proceso (Figura
17A). En este analisis se evidencia una reduccidon significativa en hipoxia de

proteinas asociadas con vesiculas COP Il de transporte anterdgrado, vesiculas
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COP 1 de transporte retrogrado y endocitosis dependiente de clatrina como lo
muestra la figura 19A. La reduccion en la expresion de proteinas involucradas en
vias de transporte celular analizadas en este estudio, alteran los procesos de
transporte desde ER a AG y desde AG a la membrana plasmética. La proteina NIS
sintetizada de novo es transportada desde ER a AG donde bajo condiciones
normales esta es plegada y glicosilada y posteriormente transferida desde AG a la
membrana plasmatica para ejercer su actividad captadora de yoduro. De acuerdo
al analisis realizado en este trabajo, se sugiere que la hipoxia reduce la expresion
de proteinas claves en el transporte celular de proteinas de membrana, lo cual
podria afectar el correcto plegamiento y glicosilacion de la proteina NIS,
favoreciendo su agregacion y retencion en vesiculas intracelulares, reduciendo su
correcta localizacion en la membrana celular y por consiguiente reduciendo
significativamente su actividad captadora de yoduro, por lo tanto se reduce la
eficacia de los tratamientos antitumorales basados en la proteina NIS. Una
publicacién reciente confirma nuestras observaciones, en esta publicacion se
identifica una secuencia motivo basada en monoleucina altamente conservada
localizada en la parte carboxi terminal intracelular de NIS que es requerida para su
localizacion basolateral. Simulaciones en computador sugieren que la subunidad o1
de la proteina adaptadora AP-1B que se asocia con clatrina reconoce el motivo de
monoleucina en el carboxi terminal de NIS y que células deficientes en AP-1B,
comprometen la localizacion de NIS en la membrana plasmatica basolateral,

causando que la proteina sea expresada en la membrana plasmaética apical (9)

Los resultados de protedmica indican que el efecto mas fuerte sobre las vias de
transporte celular (es decir, la sefializacion de endocitosis mediada por caveolas o
la maduracion de fagosomas) son observadas para las células quiescentes en
hipoxia (Figura 19 (163)). Curiosamente, estudios recientes demostraron que la
autofagia mediada por HMGBL1 regula la degradacion de la proteina NIS (215) y se
propuso que la actividad de autofagia se asocia con la expresion de NIS en la

membrana plasmatica en los canceres de tiroides (216). Teniendo en cuenta la
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interconexién entre la hipoxia y la autofagia mediada por HIF-1a y NF-kB (217),
nuestros resultados sugieren que dicho mecanismo podria disminuir la expresion de

NIS en la membrana plasmatica en las células en condiciones hipdxicas.

Adicionalmente, nuestros resultados indican que la hipoxia y la quiescencia
asociadas probablemente al microambiente tumoral podrian afectar fuertemente la
expresion de NIS en la membrana plasmatica y la captacién de yoduro mediada por
NIS, lo que permite sugerir que dicho mecanismo podria ocurrir en las células
tumorales tiroideas durante la terapia radioactiva. Carcinomas de tiroides
pobremente diferenciados se caracterizan por ser agresivos y presentan muy baja
captacion de yoduro. A pesar del muy bajo ARN mensajero codificante de NIS (218),
la regulacién postranscripcional de NIS por hipoxia y quiescencia que ocurre en las
células tumorales tiroideas no puede excluirse y contribuye a la carencia total de
captacion de yoduro. En carcinomas de tiroides bien diferenciados (carcinoma
papilar o carcinoma folicular), se reportdé una disminucién variable del ARN que
codifica la proteina NIS (218). Segun los estudios de metabolémica sobre cancer de
tiroides que muestran que las células tumorales aumentan la actividad glucolitica y
disminuyen los productos del TCA relacionados con el efecto Warburg y la hipoxia
(219), postulamos que la orientacion de NIS a la membrana plasmatica podria verse
afectada en tumores de tiroides bien diferenciados por mecanismos moleculares
similares a los descritos en este estudio. Entonces, el microambiente tumoral podria
promover una menor captacion de yoduro mediada por NIS en tumores de tiroides

bien diferenciados y metastasis.

Una limitacién de la terapia génica mediada por NIS es que, en la mayoria de los
estudios preclinicos, la radioterapia eficiente requiere dosis radiactivas
proporcionalmente mas altas que las utilizadas actualmente para humanos y que
son consideradas seguras. Para la mayoria de los estudios preclinicos reportados,
se utilizaron xenoinjertos derivados de lineas celulares tumorales. La mayoria de

estos modelos celulares crecen rapidamente y es probable que el xenoinjerto sea
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similar a los descritos en este estudio utilizando células HT29NIS. La quiescencia y
la hipoxia también deberian conducir a una menor expresién exdgena de NIS en
tales xenoinjertos. Como se esperaba de la rapida tasa de crecimiento de estas
lineas de células tumorales, la expresion de NIS en xenoinjerto deberia variar
fuertemente en areas diferente del xenoinjerto. Usando imagenes SPECT, el grupo
TIRO observé una captacion similar de yoduro limitada en el borde de los
xenoinjertos usando lineas celulares que expresan NIS diferentes de HT29NIS.
Nosotros podemos sugerir que la quiescencia y la hipoxia son mas altas en tales
xenoinjertos que en el tumor y, por lo tanto, contribuyen a subestimar los efectos
radioterapéuticos utilizando modelos preclinicos basados en lineas celulares

tumorales en estudios de radioterapia génica basada en NIS.

Nuestro estudio muestra por primera vez que la hipoxia y la quiescencia afectan
fuertemente la captacion de yoduro mediada por NIS. Se sugiere que este efecto
esta dado por mecanismos postransduccionales que alteran principalmente la
localizacion de la proteina NIS en la membrana plasmatica. Los analisis de
protedmica y metabolémica no dirigidos suministran las primeras ideas sobre los
mecanismos moleculares fundamentales. Ademas, aqui se revela que la inhibicién
de la captacion de yoduro mediada por NIS inducida por la quiescencia y la hipoxia
debe tenerse en cuenta en la radioterapia de las células tumorales que expresan
NIS.
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10. CONCLUSIONES

Se demuestra por primera vez que factores del microambiente tumoral como
la hipoxia y la quiescencia afectan fuertemente la captaciéon de yoduro
mediada por NIS. Se sugiere que este efecto esta dado por mecanismos
postransduccionales que alteran principalmente la localizacion de la proteina
NIS en la membrana plasmatica, promoviendo su retencion y agregacion en
areas intracelulares.

La hipoxia, pero no la quiescencia induce una disminucién de la expresion de
la proteina NIS en células HT29NIS.

La transfeccion del gen de NIS en las células HT29WT modifica su
metabolismo glucolitico y oxidativo, este cambio modifica el comportamiento
celular en condiciones de hipoxia y quiescencia, lo que conduce a cambios
en el pH extracelular y reduccién de la viabilidad celular.

El estado de quiescencia no modifica el metabolismo glucolitico de las células
HT29NIS y HT29WT.

Factores del microambiente tumoral como la quiescencia y la hipoxia,
inducen cambios en el estado redox celular que estan asociados con el
metabolismo glucolitico y oxidativo.

Se establece un modelo in vitro que permite ajustar las condiciones que
ocurren en el microambiente tumoral in vivo reduciendo la complejidad del
microambiente tumoral y facilitando el control de los factores que se desean

analizar.
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11. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

. El modelo in vitro propuesto puede ser usado en el analisis de otros factores del
microambiente tumoral como cambios en el pH, disponibilidad de nutrientes, estrés
oxidativo, entre otros y sus implicaciones en la resistencia a tratamientos

antitumorales basados en la proteina NIS.

. Se sugiere realizar estudios donde se analicen cambios en la glicosilacion de la
proteina NIS en condiciones de quiescencia e hipoxia y su incidencia en la

localizacion intracelular de esta proteina.

. Mediante analisis prote6mico se podrian hacer analisis de posibles cambios
postraduccionales que sufre la proteina NIS en condiciones de quiescencia e

hipoxia y su incidencia en el transporte celular de la proteina.

. Cambios en el metabolismo glucolitico y oxidativo celular de las células HT29
transfectadas con el gen de NIS deben tenerse en cuenta en los estudios realizados

con estas células para interpretar adecuadamente los resultados obtenidos.

. Se sugieren estudios adicionales para definir la sensibilidad del promotor de CMV
en condiciones de estrés celular tales como la hipoxia y el estado quiescente de las

células.

. En los ensayos de deteccion del estado redox celular se debe tener especial
cuidado en el uso de componentes como NAC y H20:2 para una adecuada
interpretacion de los resultados, teniendo en cuenta que sus efectos son multiples

y dependen de las condiciones del ensayo.

. Nuestro estudio revela que la inhibicion de la captacion de yoduro mediada por NIS
inducida por la quiescencia y la hipoxia debe tenerse en cuenta en los estudios

preclinicos que emplean la radioterapia en células tumorales que expresan NIS.
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ANEXOS

A. Cambio de pH extracelular en células HT29NIS y HT29WT en

condiciones de normoxia e hipoxia

Se evalu6 el cambio de pH del medio de cultivo después de someter las células a
las condiciones previamente indicadas. El pH del medio se midi6 mediante
potenciometro (Hanna Instruments USA Woonscket RI). Los resultados obtenidos
son mostrados en la figura A. En este caso se observa una reduccion significativa
del pH del medio de cultivo de células HT29NIS quiescentes en hipoxia (pH=6.41).
Es de resaltar que las células HT29WT quiescentes en hipoxia presentan una

reduccion del pH (pH=7.42) pero no tan marcada como la vista para las células

HT29NIS en las mismas condiciones.
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Figura A. pH del medio de cultivo de células HT29WT y HT29NIS proliferativas y
quiescentes bajo normoxia e hipoxia. Los resultados mostrados corresponden al
promedio + SD (n=3). Las diferencias significativas corresponden a un * p <0.05. El analisis
estadistico fue realizado usando el programa SPSS 20 mediante ANOVA de un factor

seguido por el método Posthoc-Bonferroni de comparacion multiple de medias.
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B. Estructura del gen y la proteina NIS.
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Figura B. Estructural del gen y la proteina NIS. a) Representacién esquematica de la
estructura del promotor del gen de rNIS (NIS de rata). Los simbolos se refieren a sitios de
unién mapeados por huella de DNAsa |. Los nameros indican las distancias desde los sitios
de inicio de la transcripcion correspondientes. Esta figura del promotor de NIS muestra dos
regiones importantes 1) un promotor proximal, especifico de tiroides aun cuestionable, se
ha reportado que es regulado por TSH/CAMP por una secuencia de union TRE, mediada
por una nueva proteina NTF-1. 2) El promotor de NIS también tiene un potenciador
(enhancer) que es especifico de tiroides, con factores de union similares a Pax8 y CRE.
Parece probable que ambas regiones en el promotor actlien sinérgicamente para lograr alto
nivel y completa transcripcion. b) Correlacion de la organizacion estructural del gen de NIS
humano (hNIS) con la proteina. Los exones del gen de hNIS son representados con
cuadros sombreados; las regiones no traducidas 59 y 39 son representadas por cuadros
abiertos; Los 13 segmentos putativos transmembranales en la proteina son representados
con cilindros. Los exones estdn conectados a las regiones de aminoacidos
correspondientes de la proteina por lineas punteadas. Las 12 mutaciones que causan
alteraciones en el transporte estan indicadas abajo del esquema de la proteina hNIS. c)
Modelo de estructura secundaria de NIS basado en la prediccién realizada utilizando
Uniprot. La estructura de NIS cuenta con 13 dominios transmembranales, el amino terminal
esta localizado hacia la parte extracelular, cuenta con tres sitios de glicosilacion, y varios
sitios de fosforilacion coloreados de amarillo determinados por Netphos. En la region
carboxi terminal localizada en el citosol, en NIS de rata se identificaron tres sitios de
fosforilacion coloreados con rojo, y otros sitios de posible fosforilacion mostrados en
amarillo. Por andlisis de secuencia se detectan sitios regulatorios putativos PDZ, SH2, SH3,
dileucinas, diacidicas y dibasicas involucrados en la regulacion del transporte de la proteina
en la membrana. Mediante analisis de mutaciones se han identificado varios aminoacidos
claves en la funcién captadora de yoduro los cuales corresponden a los resaltados en los
circulos rojos. La glicina resaltada en azul se identific6 como un aminoécido clave en la

localizacion de NIS en la membrana.
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