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Resumen

El transportador SLC5A8 fué identificado por primera vez en 2002 en un esfuerzo
para encontrar nuevos transportadores de yodo en la tiroides. Es una proteina que
atraviesa 13 veces la membrana y regula el ingreso a la célula de
monocarboxilatos incluyendo acidos grasos de cadena corta como el propionato,

butirato y piruvato.

Por un largo tiempo la Unica clase de transportadores que estaban recibiendo
atencién en relacion con el cancer fueron los relacionados con el transporte de
agente quimioterapéuticos, solo recientemente se ha empezado a prestar atencion
a los transportadores de membrana por su participacion en el transporte de
nutrientes en las células tumorales, por lo que la idea de que un transportador de
membrana pudiera tener actividad de proteina supresora tumoral ha adquirido

fuerza en los ultimos anos.

Li y colaboradores fueron los primeros en sugerir que SLC5A8 pudiera ser un
supresor tumoral, demostrando que no se expresa en tejidos tumorales y lineas
celulares de cancer de colon, recientemente nuestro equipo de trabajo demostro
que el gen del transportador SLC5A8 se encuentra hipermetilado en el exén 1y
esto inhibe su transcripcion en lineas cancerosas y en tejidos tumorales de cérvix.
En el presente trabajo analizamos las propiedades de SLC5A8 como una proteina
supresora tumoral en el cancer cervical, demostramos que en la linea cancerosa
HelLa SLC5A8 disminuye la proliferacion celular, la migracion y la formacion de
tumores, por lo que se sugiere que SLC5A8, es una proteina supresora tumoral en

el cancer cervicouterino.



Abstract

The SLC5AS8 transporter was first identified in 2002 in an effort to find new iodine
transporters in the thyroid. It is a integral transmembrane protein that crosses the
membrane 13 times and regulates the entry into the cell of monocarboxylates

including short chain fatty acids such as propionate, butyrate and pyruvate.

For a long, time the only class of transporters that were receiving attention in
relation to cancer were those related to the transport of chemotherapeutic agents,
only recently considerable attention has turned to membrane transporters in focus
to its participation in transporting nutrients in the tumor cells, so the idea that a
membrane transporter could have tumor suppressor protein activity has gained
force in recent years.

Li and colleagues were the first to suggest that SLC5A8 could be a tumor
suppressor, demonstrating that it is not expressed in tumor tissues and colon
cancer cell lines, recently our team showed that the SLC5A8 transporter gene is
hypermethylated in the exon 1 and this inhibits its transcription in cancerous lines
and in cervical tumor tissues. In the present work we analyze the properties of
SLC5A8 as a tumor suppressor protein in cervical cancer, we show that in the
cancer line HeLa SLC5A8 decreases cell proliferation, migration and tumor
formation, so it is suggested that SLC5A8, is a tumor suppressor protein in cervical

cancer.



Introduccion:

Las proteinas transportadoras

Las proteinas con funciones de transporte se clasifican en 3 categorias:
Bombas de ATP, canales ionicos y transportadores (Figura 1). Las ATPasas tipo
ABC (ATP-binding cassette) y otras bombas dependientes de ATP, usan la
energia liberada de la hidrélisis del ATP, para mover sustratos a través de las
membranas o vesiculas celulares en contra de un gradiente electroquimico, este
tipo de transporte se llama " transporte activo"; por su parte los canales iGnicos
son compuertas que regulan el paso de iones y agua con dependencia del

gradiente electroquimico que ejerce cada ion ya sea Na, Cl, K, 6 Ca [1].

Los transportadores se caracterizan por facilitar el movimiento de sustratos
especificos a favor o en contra del gradiente de concentracion, y su funcion
depende en gran medida del cambio conformacional en su estructura. Una gran
cantidad de los transportadores caracterizados pertenecen a la superfamilia de los
acarreadores de soluto o “SLC (Solute Carrier)” por sus siglas en inglés. Esta
familia la constituyen transportadores pasivos 0 activos; asi como transportadores
mitocondriales y vesiculares. Los transportadores pasivos 6 uniportadores,
movilizan un sustrato a la vez bajo gradientes de concentracion. En contraste los
transportadores activos 0 cotransportadores acarrean un sustrato en contra de su
concentracion con la ayuda de otro ion o molécula. Cuando las dos moléculas
transportadas son dirigidas en el mismo sentido ya sea dentro o fuera de un
compartimiento se les conoce como simportadores; mientras que cuando son
enviadas en un sentido opuesto se les denomina antiportadores o

intercambiadores [1].
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Figura 1.- Proteinas de transporte. La ATPasa Na/K usa la energia
liberada por la hidrélisis del ATP, para sacar Sodio y meter Potasio al interior de la
célula, esto crea un gradiente de concentracion de Sodio, el cual es mayor fuera
de la célula que dentro de ella y a la inversa en el caso del Potasio. Al moverse los
iones Potasio a través de un canal crea un potencial eléctrico sobre la membrana
plasmatica, donde la cara citoplasmatica de la membrana es negativa y la porcion
extracelular es positiva. El transportador Na/ Lisina mueve 2 iones de Sodio junto
con una lisina del medio extracelular al interior de la célula. [2].

La familia de proteinas transportadoras “SLC”

En la actualidad la superfamilia SLC se constituye por 55 familias
conformadas por al menos 362 posibles proteinas funcionales [1].

La familia SLC5 pertenece a un grupo de 4 familias que transportan glucosa
y otros azlcares, y a Su vez esta compuesta por 12 miembros que funcionan como

cotransportadores de Na/sustrato [1].
El transportador SLC5A8

El gen del transportador SLC5A8 fue identificado por primera vez en el 2002
por Rodriguez y colaboradores en un esfuerzo para encontrar nuevos
transportadores de yodo en la tiroides, ya que este elemento es esencial para la
produccion de la hormona tiroidea [3].

En el ser humano este gen se localiza en el cromosoma 12g22-23 y esta

codificado por 15 exones. Se ha demostrado que su RNA mensajero se expresa



en una variedad de 6rganos incluyendo rifidn, pulmon, esofago, estomago, tiroides

y utero por mencionar algunos ejemplos [4].

La proteina SLC5A8, también Illamada transportador de sodio
monocarboxilatos 1 (SMCT1), contiene 610 aminoacidos y atraviesa 13 veces la
membrana celular; su regidn N-terminal se orienta hacia la cara extracelular
mientras que la regidn C-terminal es citosodlica, tiene un motivo de unién a
dominios PDZ, y 2 sitios putativos de glicosilacion (Figura 2). Es el octavo
miembro de la familia SLC5 de cotransportadores acoplados a
sodio/monocarboxilatos, incluyendo acidos grasos de cadena corta (SCFA), como
el propionato, butirato y piruvato, los cuales tienen actividad inhibitoria de

deacetilasa de histonas [3-8].
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Figura 2.- Estructura del transportador SLC5A8. EIl transportador
SLC5A8 humano tiene 610 aminoacidos y 13 porciones transmembranales, su
region aminoterminal es extracelular y su region carboxilico es intracelular, tiene 2
sitios putativos de glicosilacién en la asparagina 480 y 485 [8].

El transportador SLC5A8 se localiza en la porcidén apical de la membrana
celular la cual se orienta hacia el lumen de los ductos y cavidades del organismo;
en el caso de las células epiteliales del colon, se encuentra en el borde de cepillo
de los enterocitos y participa en la absorcion de metabolitos producidos por la

fermentacion bacteriana como el acetato, propionato y butirato (Figura 3) [9].
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Figura 3.- Localizacién del transportador SCL5A8 en las células del
colon. En una célula normal epitelial de colon el transportador SLC5A8 se localiza
en la porcion apical en el borde de cepillo, este acarrea los acidos grasos de
cadena corta (SCFA) como el acetato propionato y butirato producidos por el
metabolismo bacteriano de la fibra dietética, estos acidos grasos de cadena corta
pueden usarse en la beta oxidacion o el ciclo del acido citrico para generar
energia, ademas son inhibidores de las desacetilasas de histonas (HDACS) [9].

En el rifion, SLC5A8 se expresa en la porcion final del tabulo proximal y
favorece la recaptura de lactato previniendo su excrecion en la orina.[10] Ademas
se ha demostrado que este monocarboxilato es la principal fuente de energia para
las neuronas en los periodos de alta actividad neuronal y que al igual que en el
rinion, SLC5A8 es uno de los responsables de su transporte al interior de las
neuronas [11]. Sin embargo, su funcién parece no ser del todo esencial ya que el
silenciamiento de SLC5A8 no afecta la viabilidad, fertilidad, motilidad, ni produce
alteraciones morfologicas como se demostro en ratones Knock Out [12].

En condiciones patolégicas como el cancer de colon, géstrico, préstata,
tiroides, pancreas, pulmén y mama, se pierde la expresion de SLC5A8 [4, 13-18].

Supresores tumorales

Las células cancerosas poseen varias caracteristicas principales como la
proliferacion celular sin control, disminucion de la apoptosis, la glicolisis aerdbica,
la evasién del sistema inmune, la habilidad de invadir diversos tejidos 0 la
induccion de la angiogénesis; estas alteraciones son el resultado de alteraciones

genéticas y epigenéticas (Figura 4). Las mutaciones, inestabilidad genomica,
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pérdida de heterozigosidad y la variacion del nUumero de copias de un gen son un
ejemplo de las variaciones genéticas. Por su parte las alteraciones epigenéticas
méas comunes son la metilacién del DNA, modificaciones en las histonas y pérdida
del imprinting. Una alteracion epigenetica muy importante tiene que ver con el
cambio en los niveles de mIRNAS que se observa en diversas enfermedades,

incluyendo el cancer [19, 20].

Los genes relacionados con el cancer se pueden dividir en protooncogenes
y genes supresores tumorales. Los protooncogenes generalmente promueven la
proliferacion; estos pueden causar que una célula normal se transforme en
cancerosa al activarse debido a mutaciones o alteraciones; una vez activos se
denominan oncogenes. Por otra parte, los supresores tumorales se encargan de
reparar el dafio al DNA, inhibiciobn de la proliferacion celular, induccion de la

apoptosis y supresion de la metastasis [19].

Por un largo tiempo la Unica clase de transportadores que estaban
recibiendo atencion en relacion con el cancer fueron los relacionados con el
transporte de agente quimioterapéuticos como las glicoproteinas-P, y solo
recientemente se ha empezado a prestar atencion a los transportadores de
membrana por su participacion en el transporte de nutrientes en las células
tumorales, por lo que la idea de que un transportador de membrana pudiera tener

actividad de proteina supresora tumoral ha adquirido fuerza en los ultimos afios

[9].

Li y colaboradores fueron los primeros en sugerir que SLC5A8 pudiera ser
un supresor tumoral, demostrando que no se expresa en tejidos tumorales y lineas
celulares de cancer de colon, y de forma interesante, disminuyo la formacion de
colonias de lineas celulares de céncer de colon; este fendbmeno también se
observo en otros estudios con lineas celulares cancerosas de distintos tejidos, en
los que ademas se evallan los distintos sustratos del transportador (Figura 5) [4,
18, 21].
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Figura 4.- Las caracteristicas del cancer. El microambiente tumoral se
conforma de distintas células cancerosas con propiedades como resistencia a la
apoptosis, la evasion de supresores tumorales, la induccién de angiogénesis, la
capacidad de invadir y metéstasis, asi como también de la habilidad de replicarse
y mantener un nivel alto de proliferacion. [20]
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Figura 5.- Expresion de SLC5A8 en lineas celulares de cancer de
mama y ensayos de formacion de colonias. A) En las lineas celulares no
cancerosas de endotelio humano (HMEC) o de epitelio mamario (HBL100 y
MCF710A) se expresa SLC5A8, sin embargo en las lineas de cancer de mama
MC7F7, T47D y ZR75.1 slc5a8 no se expresa. B) La re expresion del
transportador SLC5A8 junto con la exposicion a sus distintos sustratos como el
propionato, piruvato y butirato, disminuye la formacién de colonias [21].
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Epigenética

La expresion de un gen podria disminuir debido a mutaciones en el
promotor 0 por mecanismos epigenéticos como la metilacion del DNA, la
metilacion o acetilacion en las histonas, o cambios en los niveles de microRNAs
[9, 22].

Dado que los distintos tipos de células en el organismo contienen la misma
informacion genética, la epigenética estudia cualquier mecanismo que afecte la
expresion de un gen sin modificar su secuencia de DNA; una caracteristica
importante es que este cambio es heredable y se mantiene durante la mitosis y la
meiosis [23, 24].

La metilacién del DNA en las citocinas de los dinucle6tidos CpG, es la
marca epigenética mas frecuente, seguida por la modificacion en las histonas, las
cuales regulan el empaquetamiento del DNA dentro de la cromatina, por lo que la
combinacion de estos mecanismos contribuye a la regulacion de la expresion de

los genes por el grado de compactacion que ejercen en la cromatina.[25]

La metilacion consiste en la adicién de grupos metilo de forma covalente en
la posicibn 5°del anillo de citocina; en los mamiferos esta modificacion se
encuentra principalmente en el dinucleétido 5’-C-Fosfato-G-3' (CpG), presente en
el surco mayor del DNA (Figura 6) [23, 24].

Alrededor del 70-80% de todos los sitios CpG del genoma de los mamiferos
esta metilado; estos se encuentran principalmente en las secuencias exoénicas,
elementos repetitivos o en DNA satélite. Las islas CpG son secciones del DNA con
gran cantidad de C y G de al menos 200pb de longitud; aproximadamente el 60%
de los genes tienen islas CpG en su regién promotora, por lo que la metilacién en

estas islas participa de forma importante en la regulacion génica [25].
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Figura 6.- Metilacion en citocinas. La metilacion de citocinas es un
proceso en el que se afladen grupos metilo al ADN, ocurre la quita posicion del
anillo de pirimidina [24, 25].

La metilacion inhibe la transcripcion genética por dos mecanismos: La
inhibicion de la asociacion de factores de transcripcion que no pueden unirse a
una secuencia de DNA especifica por causa del metilo presente en esta region 6
porque la metilacion favorece la union de proteinas de union a metilo y recluta

otras moléculas correpresoras que compactan la cromatina (Figura 7) [26].
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Figura 7.- Mecanismo de represion por metilacion. La metilacion del ADN en
las secuencias de union analogas de algunos factores de transcripcion (TF) puede
dar como resultado inhibicion de la unién al ADN. Al bloquear los activadores de
los sitios de las dianas de union, la metilacion del ADN inhibe directamente la
activacion transcripcional. (b) Las proteinas de uniébn a metil-CpG (MBPSs)
reconocen directamente el ADN metilado y reclutan moléculas co-represoras para
silenciar la transcripcién y modificar la cromatina circundante. [26].

En condiciones fisiolégicas, después de la fertilizacion, ocurre un proceso
de desmetilacion del genoma completo y los eventos de metilacion de novo

aparecen durante la implantacién, cuando las células de la masa celular interna
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empiezan a diferenciarse para formar el ectodermo embriénico. Esta modificacion
epigenética, también contribuye al establecimiento y mantenimiento del imprinting
gendmico, la inactivacion del cromosoma X en las mujeres y la estabilidad

cromosomica [25, 26].

En condiciones patolégicas como el cancer, se afecta la regulacion de los
procesos de metilacion. Las células tumorales generalmente tienen patrones de
hipermetilacion anormales, principalmente en las regiones del DNA que codifican
genes supresores tumorales. También se han descrito patrones de hipometilacién
en la regiobn promotora de oncogenes permitiendo su activacion, esto promueve la

transformacioén celular [24, 25].

La metilacion del DNA también se ha relacionado con otras enfermedades
distintas al cancer, como las asociadas a desordenes de imprinting, un fenémeno
que regula la expresion o represion de los alelos de un gen; el sindrome Angelman
es un ejemplo, que se caracteriza por retraso en el crecimiento, limitaciones en el
lenguaje y episodios de risa no controlada. En personas sanas la ubiquitin ligasa
UBE3A, se expresa exclusivamente por el alelo materno mientras que el alelo
paterno se inhibe por metilacién; sin embargo en esta enfermedad el alelo materno
se metila y se pierde la expresion de la ubiquitin ligasa, con lo que se provoca este
sindrome [24, 27, 28].

Las DNA metiltransferasas son las enzimas responsables de la metilacion y
son clasificadas en dos grupos basados en el tipo de evento en el que participan,
metilacion de novo 6 metilacion de mantenimiento [26]. Las metilasas de novo
como DNMT3a y b, son las responsables de la metilacion en citocinas que no
tenian esta modificacion con anteriodidad, mientras que la metilasa de
mantenimiento DNMT1, se ocupa de recopiar los patrones de metilacion

existentes en las nuevas cadenas de DNA formadas durante la replicacion [26].
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La alteracidon en la regulacion de DNMT1 ha sido propuesta como un factor
critico en la transformacion celular; se ha observado que la sobreexpresion de
DNMT1 en células no transformadas conduce a su transformacién, mientras que la

disminucién de DNMT1 protege el desarrollo del cancer en ratones [29].

La cromatina, que esta formada por histonas y DNA enrollado en unidades
conocidas como nucleosomas, también se regula por mecanismos epigenéticos.
La expresion de los genes depende de la accesibilidad que tiene la maquinaria
transcripcional a sus secuencias. Cuando la cromatina se encuentra abierta o
relajada, permite la transcripcion y se denomina eucromatina, mientras que
cuando estd compacta o cerrada reprime la transcripcibn y se conoce como

heterocromatina [23].

Los cambios en la cromatina son debidos principalmente a modificaciones
en las histonas, las cuales se pueden acetilar, metilar, fosforilar, sumoilar y
ubiquitinar. En cuanto a la acetilacion, se sabe que ocurre en los residuos de lisina
en la region N-terminal de las histonas y se asocia a regiones transcripcionalmente
activas como en la eucromatina, mientras que la heterocromatina se encuentra
generalmente hipoacetilada; este efecto es debido a que la acetilacién confiere
carga negativa a las histonas y repele su asociacién con el DNA que tiene una
naturaleza negativa debido a los grupo fosfato. La acetilacion se realiza por la
histona acetiltransferasa (HAT) mientras que de la desacetilacion se encargan las

histona desacetilasas o HDACs (Figura 8) [27].
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Figura 8.- Mecanismos epigenéticos. El ADN se encuentra compactado
en los cromosomas con la ayuda de las histonas, proteinas que superenrollan al
DNA y forman unidades conocidas como nucleosomas, la metilacion a través de
DNMTs provoca que la cromatina se compacte y se inactive la transcripcion
(Heterocromatina) mientras que la acetilacion por la acetiltransferasas de histonas,
relaja la cromatina para que pueda ser transcripcionalmente activa (Eucromatina)
[23]

Efecto Warburg

Una caracteristica importante de las células cancerosas ademas de
proliferar descontroladamente es su metabolismo energético privilegiado, que se
basa en la glucdlisis en condiciones normales de oxigeno y se conoce como
efecto Warburg.
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Durante la oxidacion mitocondrial, se producen 32 moléculas de ATP por
cada molécula de glucosa mientras que en la glucdlisis s6lo se producen 2
moléculas de ATP con la misma cantidad de glucosa. Sin embargo, aun cuando
pudiera parecer que la oxidaciéon mitocondrial es mejor en la produccién de ATP,
la glucdlisis es hasta 100 veces mas rapida y promueve la produccion de
nucleétidos, aminoacidos, lipidos y &cido fdlico, los cuales son esenciales para la
divisién celular (Figura 9); cabe mencionar que el aumento en la glucélisis explica
el alto consumo de glucosa por parte de la célula cancerosa y que ademas
disminuye las concentraciones de piruvato, un inhibidor de desacetilasas de
histonas (HDACs), el cual es convertido més rapido a lactato y eliminado de la
célula cancerosa [30].

Differentiated tissue Proliferative Tumor
tissue p2

FEE 8
*Oi/ \02 P i ?ﬁ
2

Glucose Glucose Glucose
0, Pyruvate l O, Pyruvate

Pyruvate

\ Lactate l

Lactate
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CO,
Oxidative Anaerobic Aerobic
phosphorylation glycolysis glycolysis
-36 mol ATP/ 2 mol ATP/ (Warburg effect)
mol glucose mol glucose -4 mol ATP/mol glucose

Figura 9.- Efecto Warburg. En condiciones fisiologicas las células de un tejido
normal coordinan su metabolismo energético dependiendo de la presencia de
oxigeno, en concentraciones altas de oxigeno, la glucosa se descompone a
piruvato y este entra a la mitocondria parea producir energia por la fosforilacion
oxidativa, un proceso que produce 36 mol de ATP por mol de glucosa, en bajas
concentraciones de oxigeno, el piruvato producido con la glucosa se convierte a
lactato, y entra a la glicolisis anaerobia un proceso que produce tan solo 2 mol
ATP por mol de glucosa, en condiciones patolégicas aun en presencia de oxigeno
el 85% del piruvato se convierte a lactato y tan solo el 5 % entra a la fosforilacion
oxidativa, este proceso se conoce como glicolisis aerdbica y aun cuando es menos
eficiente en la produccion de ATP es hasta 100 veces mas rapido que la
fosforilacién oxidativa por lo que proporciona una mayor cantidad de energia en un
menor tiempo [31].
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El papilomavirus y el cancer cervical

Algunos virus se asocian con el desarrollo del cancer. Los virus de la
hepatitis B, el adenovirus y el virus del papiloma humano son ejemplos de estos
[32].

El virus del papiloma humano (VPH) es el agente causal del cancer cérvico
uterino; pertenece a la familia papillomaviridae y se clasifica en 5 géneros
(Alphapapillomaviruses, Betapapillomaviruses, Gammapapillomaviruses,

Mupapilloma-viruses y Nupapillomavirus) [33].

Su genoma es circular de doble cadena de DNA, no esta envuelto y tiene
una estructura icosaédrica; se divide en regiones codificantes de expresion

temprana, tardia, y una region reguladora no codificante [34].

Clinicamente se ha clasificado a los VPH dependiendo de su potencial de
progresion maligna en "alto riesgo” (los tipos 16, 18, 31, 33, 35) o "bajo riesgo" (los
tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44) [35-39].

Los VPH tienen un alto tropismo por los epitelios escamosos; en el cuello
uterino infectan la zona de transformacion, donde se exponen las células de la
capa basal del epitelio la cuales tienen la capacidad de proliferar. Una vez dentro
de la célula el virus permanece de manera circular en el citoplasma, también
conocido como episoma. Las células infectadas proliferan hacia las capas mas
superficiales del epitelio donde se producen mas particulas virales que reinfectan
el tejido [35-39].

Cuando el virus integra su genoma al de la célula, se rompe el marco de
lectura del gen viral E2, el cual normalmente inhibe la expresién de los oncogenes
E6 y E7; esto tiene como consecuencia la sobreexpresiéon de los oncogenes
virales y la inactivacion de los supresores tumorales p53 y Rb, respectivamente.
La proteina p53, llamada “guardian del genoma” posee ademas funciones

proapoptoéticas, y Rb inhibe la progresion del ciclo celular. Por lo que la
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inactivacion de estas proteinas puede predisponer al desarrollo del cancer (Figura
10) [35-39].

En las personas infectadas, el desarrollo del cancer es poco frecuente y
puede llevar de 10 a 20 afios, lo que sugiere que la infeccion por VPH de alto
riesgo es necesaria pero no suficiente para causar cancer [35-39]. Lo anterior
sugiere que hay otros factores que colaboran con el VPH, como fumar, bajo
consumo de vitamina A, exposicion elevada a los estrogenos, etc. que deben de

tomarse en cuenta [40].

Es importante mencionar que se sabe que las oncoproteinas E6 y E7 del
VPH, aumentan la expresion de las DNA metiltransferasas DNMT1 y DNMT3b y
contribuyen a la hipermetilacion de diversos genes como el de E-cadherina [41-
48]. Ademas modulan la actividad de las enzimas que modifican a las histonas al

igual que a las enzimas remodeladoras de la cromatina [49, 50].
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Figura 10.-

Mecanismo de

infeccion del VPH. En un epitelio

multiestratificado normal solo las células de la capa basal tiene la capacidad de
proliferar, las células de la capa basal infectadas con VPH adquieren la capacidad
de proliferar hacia las capas mas externas, durante esta etapa el virus aun no
integra su genoma al de la célula infectada y ocurre una constante reinfeccion,
durante esta etapa solo se desarrollan lesiones escamosas intraepiteliales, cuando
el virus integra su genoma al de la célula infectada, se pierde el marco de lectura
de la proteina viral E2 la cual reprime la expresion de las oncoproteinas E6 yE7,
estas 2 proteinas se asocian con el aumento de la proliferacion y la inhibicion de la
apoptosis, en esta etapa las células infectadas pueden desarrollar un cancer

invasivo [39].
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Antecedentes:

Diversos estudios han demostrado que el mensajero y la proteina SLC5A8
disminuye en varios tipos de cancer; en tumores y lineas celulares cancerosas de
colon, glia, tiroides, prostata, pancreas, esta disminucion se debe a una
hipermetilacion en el exén 1 de su gen, en comparacion con el tejido normal en
donde el promotor no esta metilado y si se expresa el transcrito; dicho fendmeno
es un evento comun en el desarrollo neoplasico temprano de estos tipos de
cancer. En estos canceres se demostré que es posible reexpresar el transcrito al
inhibir la metilacién con 5-azacitidina. En cancer de colon y glia al sobreexpresar
la proteina SLC5AS8, disminuy6 selectivamente el crecimiento de las colonias
cancerosas; esto ocurrio sin afectar a las células que si expresan normalmente la
proteina [4, 15, 17, 51, 52].

En cancer géastrico se observo el mismo silenciamiento de SLC5A8 debido a
la metilacion de su regibn promotora, pero ademas se demostré que la
desacetilacion de la Histona H3 en la region 5’ de este gen también se asocia con
esta disminucién; cabe recordar que la modificacion en las histonas es otro

mecanismo epigenético que controla la expresion de los genes [13].

Thangaraju y colaboradores demostraron al igual que lo reportado en otros
tipos de cancer, que en cancer de mama, SLC5A8 no se expresa por
hipermetilacion de su DNA. Ademas observaron que el piruvato, un sustrato de
SLC5AS8, induce apoptosis debido a su actividad de inhibidor de HDAC. Cabe
mencionar que el piruvato no tiene efecto en las células cancerosas que no
expresan SLC5A8, por lo que primero se debe restablecer la expresién del
transportador para que pueda ingresar a la célula. Otro dato importante es que el
piruvato estimulé el incremento de P53, un conocido supresor tumoral, lo cual
puede llevar a aumentar la apoptosis [21, 53]. Se sabe que SLC5A8 también
puede transportar butirato, un producto de fermentacion bacteriana presente en
los intestinos y en células de cancer de colon se demostré que al reexpresar el
transportador SLC5A8, el butirato activd la apoptosis también debido a su
actividad de inhibidor de HDAC [54].
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La inhibicion de la expresion de SLC5A8 por metilacién no es un fenbmeno
exclusivo de los cancer de tipo epitelial, conocidos también como carcinomas, ya
que igualmente se ha observado en la leucemia mieloide aguda, en las que al
restablecer la expresion del transportador con la ayuda de desmetilasas y

administrar valproato, un analogo sintético del butirato, se indujo apoptosis [55].

Desde hace mas de 30 afos, el dicloroacetato (DCA) se ha empleado en el
tratamiento de la acidosis lactica congénita, una enfermedad causada por la
excesiva produccion de lactato. EI DCA inhibe a la piruvato deshidrogenasa cinasa
(PDK), la cual fosforila e inhibe a la piruvato deshidrogenasa (PDH) e inhibe la
produccion de acetil CoA permitiendo el inicio de la oxidacién mitocondrial y la
disminucion de la glicolisis. Como se mencioné previamente, en las células
cancerosas se favorece la glucdlisis por lo que el uso de DCA tiene un potencial
en el tratamiento del cancer [56]. El DCA no ingresa de manera pasiva a la célula
por lo que requiere ser transportado. La actividad de supresor tumoral de DCA
depende de SLC5AS8 ya que es el responsable de transportarlo al interior de la
célula [57].

La expresion y localizacion anormal de la proteina SLC5A8 se ha asociado
con la disminucién de la sobrevivencia en pacientes con cancer de pancreas, por
lo que en este tipo de cancer SLC5AS8 tiene un gran potencial como biomarcador
del grado de malignidad [58]. El potencial de SLC5A8 como biomarcador también
ha sido comprobado en cancer de tiroides donde se obtuvo DNA que se
encontraba en forma extracelular circulando libre en el plasma sanguineo y se usé
para el analisis del perfil de metilacion del DNA del exon 1 de este gen,
permitiendo un analisis no invasivo para el paciente y reforzando aun mas su

relevancia para el diagndéstico de esta patologia [59].

En cancer de pulmon SLC5A8 también se asocia al pronostico de
sobrevivencia y de manera interesante se observo una correlacion positiva entre el
tabaquismo y el aumento de la metilacion del promotor de SLC5A8 [60]. También

se ha asociado la disminucién del mMRNA de SLC5A8, con la infeccién por
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Helicobacter pylori, una bacteria relacionada con las ulceras estomacales y el

cancer de estomago [61].

La funcién de SLC5A8 como supresor tumoral se ha asociado ampliamente
a su capacidad de transporte de sustratos, como se mencion0 previamente. Sin
embargo también se ha demostrado que este efecto antitumoral puede ser
independiente de su cualidad de transportador. Este efecto fue reportado por
Coothankandaswamy y colaboradores en donde observaron que al restablecer la
expresion de SLC5A8 en células de cancer de mama, se relocaliza a la proteina
inhibidora de la apoptosis survivina, impidiendo que se acumule en el nucleo y
probablemente bloqueando su funcion; todo esto independientemente del

transporte de piruvato [62].

Recientemente, nuestro grupo de trabajo demostré por primera vez que la
expresion de SLC5A8 disminuye en tejidos y lineas celulares de céncer
cervicouterino (Figura 11). Esta disminucion se debe a la hipermetilacion del exén
1 de su gen y parcialmente a la desacetilacion en las histonas. Vale la pena
mencionar que la infeccion con VPH esta altamente asociada al desarrollo de este
tipo de cancer y que observamos que existen distintos perfiles de metilacién en el
promotor de SLC5A8 que dependen tanto de la presencia del VPH como del tipo
viral, ya sea VPH 16 0 18.

20



DMEM DMEM + pyruvate
Veh Aza TSA A+T Neg Veh Aza TSA A+T Neg

<— SLC5A8

< [B2M

DMEM DMEM + pyruvate
Veh Aza TSA A+T Neg Veh Aza TSA A+T Neg

<— SLC5A8
<— (32M

DMEM DMEM + pyruvate
Veh Aza TSA A+T Neg Veh Aza TSA A+T Neg

<— SLC5A8

<— B2M

f DMEM - DMEM + pyruvate 2
Veh Aza TSA A+T Neg Veh Aza TSA A+T Neg

«<— SLC5A8
< B2M

DMEM DMEM + pyruvate
Veh Aza TSA A+T Neg Veh Aza TSA A+T Neg

<— SLC5A8

< B2M

Figura 11.- Expresion y regulacion epigenética de SLC5A8 en lineas

celulares de cancer cervical.[63] Se analizo la expresion de RNA mensajero de
SLC5AS8 en distintas lineas celulares de cancer cervico-uterino, en todas la lineas
celulares analizadas SLC5A8 esta reprimido transcipcionalmente por mecanismos
epigenéticos, al inivir la metilacién con 5-aza o la desacetilacion con TSA se logro
restablecer la expresion del transportador, la administracion piruvato, un sustrato
de SCL5AS8, junto con aza y TSA el nivel de reexpresion fue mayor.
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Justificacion

El cancer cervical es una patologia que afecta a las mujeres a nivel
mundial; aproximadamente existen 500,000 nuevos casos por afio, la mayoria de

las muertes ocurren en paises en desarrollo, como México [64].

La infeccion persistente con el virus del papiloma humano o VPH es un
factor que predispone al desarrollo de este tipo de cancer; sin embargo, es
necesaria la exposicion a otros factores, como a las modificaciones epigenéticas,
las cuales contribuyen a la expresion aberrante de oncogenes, tanto virales como
celulares [65, 66].

Diversos estudios han relacionado a SLC5A8 como un posible supresor
tumoral; previamente, nuestro grupo de trabajo fue el primero en reportar que en
tumores y lineas celulares de cancer cervical el promotor de SLC5A8 se encuentra
metilado y que esto impide su expresion. Por ello, el siguiente trabajo tiene como
objetivo caracterizar las funciones de supresor tumoral de SLC5A8, como parte del
esfuerzo constante en la blsqueda de nuevos mecanismos en el desarrollo de
este tipo de cancer, asi como de futuros enfoques para la prevencion y terapia de

dicha enfermedad.
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Hipotesis

El transportador SLC5A8 es una proteina supresora tumoral en cancer

cervical.
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Objetivo general

Analizar si el transportador SLC5A8 tiene funcion de supresor tumoral en

cancer cervical.

Objetivos particulares

1) Restablecer la expresion del transportador SLC5A8 en la linea celular
HelLa de céancer cervico-uterino.

2) Determinar la localizacion celular del transportador SLC5A8

3) Evaluar si SLC5A8 disminuye la proliferacion celular

4) Analizar si SLC5A8 disminuye la migracién celular

5) Analizar si SLC5AS8 inhibe el crecimiento tumoral.
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Material y métodos
1.- Cultivo celular

Las células de cancer cervicouterino Hela, se cultivaron en medio Dulbeco
modificado por Eagle (DMEM), alto en glucosa, libre de piruvato (12100061,
Gibco™ Invitrogene Corporation; Carlsbad CA) complementado con 10% de suero
fetal bovino (10091130, Gibco™ Invitrogene), 1000 U/ml de solucién penicilina
estreptomicina (15140122, Gibco™ Invitrogene).

2.- Plasmidos y transfeccion

Para sobreexpresar al transportador se utilizé el plasmido pCMV6-AC-GFP
el cual contiene la secuencia del transportador SLC5A8 humano unido a la
proteina verde fluorescente GFP (RG217620, Origene; (Rockville, Maryland);
como control se utilizé el vector vacio pCMV6-AC-GFP (PS100010, Origene) el
cual sélo expresa la proteina GFP; las transfecciones de los plasmidos se
realizaron con lipofectamina ® 2000 (11668019; Carlsbad CA), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Posterior a la transfeccion, las células se
seleccionaron con 800ug/ml de geneticina (11811023; Invitrogene Corporation;
Carlsbad CA) por 1 mes y después de este tiempo se enriquecié el cultivo de
células transfectadas por cell sorting a través de citometria de flujo. El cultivo se
mantuvo en antibidtico de seleccion durante 2 meses mas, al término de los cuales
se caracterizaron las células. Las células transfectadas establemente se

denominaron HeLa SLC5A8-GFP 6 HelLa GFP, segun sea el caso.
3.- Ensayos de Inmunofluorescencia

Para los ensayos de inmunofluorescencia, se sembraron las células HelLa
transfectadas de forma estable, sobre cubreobjetos en placas de 24 pozos, se
crecieron durante 24 hrs, se fijaron y se permeabilizaron con metanol al 100%
durante 8 min a -20°C. Se bloqued durante 1hr a temperatura ambiente con BSA
al 2% y se monto la inmunofluorescencia con Vecta Shield DAPI. Se analizo la

expresion y localizacion del SLC5A8 con la ayuda de la proteina GFP, en un
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microscopio confocal Leica SP8 (Leica; Wetzlar, Alemania). Para las
inmunoflourescencias del aparato de golgi se incubaron los cubreobjetos con anti
golgin (ab84340; Abcam Cambridge, Reino Unido) 1:100 por 24hrs a 4°C,
posteriormente se hicieron lavados con PBS 1X para eliminar el anticuerpo que no
se asocio y se incubo6 con un anticuerpo secundario acoplado a Alexa 594 (rojo),
durante 2hrs a temperatura ambiente; se realizaron lavados con PBS 1X para
eliminar el exceso de anticuerpo y se mont6 la inmunofluorescencia con Vecta
Shield.

4.- Ensayos de proliferacion

El analisis de proliferacion se realizé con el ensayo CCK8 el cual es una
variante de MTT en placas de 96 pozos. Se sembraron 2000 células/pozo de HelLa
SLC5A8-GFP 6 HelLa GFP, y se analizaron por 6 dias afiadiendo 10 uL por pozo
de la solucibn CCK8 por 2hrs. Este ensayo también cuantifica la formacién de

formazan a 450nm.
5.- Ensayos de Herida.

Las células se sembraron a confluencia y se realiz6 una herida sobre la
monocapa con la punta de una pipeta. Las células se dejaron migrar por 72 hrs, y
see capturaron imagenes a 40x en un microscopio invertido Carl Zeiss, el grado de
cierre de la herida se cuantifico con el software ImageJ, tomandose como control

la imagen de la herida al tiempo cero.
6.- Induccion de tumores

Se indujo el crecimiento de tumores con las células HelLa/SLC5A8 y
HelLa/GFP. Para ello se inyectaron subcutaneamente 6 millones de células en el
dorso de ratones machos Nu/Un; en el costado derecho se inyectaron las células
sin SLC5A8 (control) y el costado izquierdo las células con SLC5A8. Se monitored
el crecimiento de los tumores por 7 semanas en las cuales se midieron los

tumores y se calcul6 el volumen de acuerdo a la formula V = (Ancho(2) x Largo)/2.
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Al término de las 7 semanas se sacrificaron los animales, se extirp6 el tumor y se

peso.
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Resultados
Re expresion del transportador SLC5A8 la linea celular cancerosa HelLa

Con el objetivo de analizar si el transportador SLC5A8 tiene propiedades de
proteina supresora tumoral, primero se sobreexpres6 a SLC5A8, en la linea
celular cancerosa HelLa en la que previamente demostramos que SLC5A8 no se
expresa [63]. Se transfectd de forma estable el gen del transportador. Posterior a
la transfeccion, las células se seleccionaron con geneticina por 1 mes y después
de este tiempo se enriqueciot el cultivo de células transfectadas por cell sorting a
través de citometria de flujo. El cultivo se mantuvo en antibiético de seleccion
durante 2 meses mas, al término de los cuales se caracterizaron las células (ver
meétodos). La expresidn y localizacion del transportador se realizé por microscopia
confocal. Las imagenes de confocal sugieren que se sobreexpresd el
transportador en las células HelLa. Ya que la construccion de SLC5A8 tiene una
bandera de GFP, se demostr6 que el transportador se encuentra en el borde
celular, en los sitios de unién célula-célula y en una porcién cercana al nacleo, en
comparacion con el vector vacio en donde soOlo se expresa la proteina verde
fluorescente la cual no tiene una localizacion definida en las células (Figura 12).
Esto demuestra que el transportador se localizé en la membrana plasmética tal y
como se observa en las células no cancerosas; ademas su localizacion sugiere
gue podria ser funcional, al estar en la membrana en donde est4 en contacto con
los distintos sustratos extracelulares. La localizacion cercana al nicleo tiene un
patron parecido al de las proteinas del aparato de Golgi. Ademéas, como
previamente se mencion6 SLC5A8 tiene sitios putativos de glicosilacién y esta
modificacion se realiza en el aparato de Golgi por lo que no es de extrafiar que el

transportador se encuentre en este organulo antes de llegar al borde celular.
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Figura 12.- Localizacién del transportador SLC5A8 en la linea celular HelLa.
Las células se crecieron sobre cubre objetos se fijaron y se permeabilizaron y se
realiz6 la inmunofluorescencia para observar la bandera GFP (Verde) y DAPI
(Azul). El transportador SLC5A8 unido GFP se expreso y se localizo en el borde
celular (flecha), en los contactos célula-célula (asterisco) y se acumula en una
region cercana al nucleo (cabeza de flecha). La proteina GFP sola no tiene una

localizacion definida en la célula.



El transportador SLC5A8 pasa por el aparato de Golgi

Ya que observamos que SLC5A8 se encontraba en una region cercana al
ndcleo con un patrén caracteristico del aparato de Golgi; quisimos corroborar si el
transportador se localizaba en este organelo, para ello analizamos si SLC5A8 se
asocia con alguna proteina del Golgi, por lo que realizamos ensayos de
inmunofluorescencia para corroborar la colocalizacion del transportador con la
proteina Golgina, un miembro de las proteinas presentes en el aparato de Golgi.
Como se observa en la Figura 13, SLC5A8 colocaliza con la proteina Golgina en
las células Hela transfectadas. En contraste, la proteina GFP sola no colocaliza
con la proteina Golgina, esto sugiere que la proteina SLC5A8 pasa por el sistema
de vesiculas del aparato de Golgi, en donde se pudiera estar glicosilando antes de

ser dirigida a la membrana plasmética.

30



GFP

SLC5A8-GFP

Hela

Figura 13.- El transportador SLC5A8 colocaliza con Golgina. Las células HelLa
transfectadas establemente con SLC5A8 se cultivaron sobre cubre objetos, se
fijaron, permeabilizaron y se incubaron con anti Golgina (Rojo) El transportador
SLC5A8 unido GFP (verde) y Golgina colocalizaron (Amarillo- flechas), mientras

gue la proteina GFP sola no se asocié con Golgina.
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El transportador SLC5A8 inhibe la proliferacion en la linea celular HeLa

Para analizar si SLC5A8 es un supresor tumoral celular se analizo el efecto
de la sobreexpresion del transportador en la proliferacion de la linea celular Hela.
El analisis de proliferacion se realizd en la linea transfectada establemente con
SLC5A8-GFP y se comparo con el vector vacio. La proliferacion de las células se
monitore6 por 6 dias seguidos y se demostr6 que el transportador SLC5A8
disminuye la proliferacion de la linea celular cancerosa HelLa en comparacion con
el vector vacio (HeLa GFP), (Figura 14). Debido a que se us6 medio de cultivo sin
piruvato la disminucién de la proliferacion parece seguir un mecanismo
independiente al sustrato del transportador, y sugiere que por si solo el
transportador tiene un mecanismo alternativo que depende de la localizacién del

transportador en la membrana plasmatica.
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Figura 14.- SLC5A8 disminuye la proliferacién de la linea de cancer cervical
HelLa. El andlisis de proliferacion se realizé con el ensayo CCK8 el cual es una
variante de MTT en multipozos de 96 que cuantifica la formacion de formazan. Se
analizé la proliferacion por 6 dias, a partir del tercer dia se observa disminucion en
la proliferacion en las células HeLa con SLC5A8 en comparacién con las células
con vector vacio, la disminucion se mantuvo hasta los 6 dias que duré el estudio.
Cada punto representa el promedio + Desviacion estandar (n:6) ****P<0.0001, **

P<0.01, Two-way anova, Bonferroni.
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El transportador SLC5A8 disminuye el grado de sellado de la herida

Para analizar un rol funcional del transportador en la movilidad de las
células cancerosas, el cual es un parametro relacionado con la capacidad de
metastasis, se realizaron ensayos de herida en las células HeLa SLC5A8-GFP y
HelLa GFP. Este andlisis se realiz6 por 72 horas en las que se monitoreo el grado
de sellado de una herida hecha en la monocapa de células. Como se puede
observar en la Figura 15, la herida realizada en las células con SLC5A8 a las 72
hrs sélo se habia cerrado en un 62%, mientras que las células HeLa GFP habian
cerrado la herida en un 87%, esto sugiere fuertemente que la sobreexpresion del
transportador disminuye la movilidad de las células cancerosas y aporta otra

cualidad de supresor tumoral a SLC5A8.
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Figura 15. Ensayos de herida. Las células se sembraron a confluencia y se
realiz6 una herida sobre la monocapa con la punta de una pipeta, se monitoreo el
grado de sellado de la herida por 72h tomandose como control la imagen de la
herida al tiempo cero, se grafico el porcentaje de cierre y se compar6é SLC5A8
frente al control, Las células con SLC5A8 migraron menos que las células con el
vector vacio.****P<(0.0001, (n:3) Two-way anova, Bonferroni
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SLC5AS8 inhibe el crecimiento en tumores de cancer cervical

Por ultimo analizamos el efecto del transportador SLC5A8 en el crecimiento
de tumores de células cancerosas cervicales; esto se hizo inyectando
subcutaneamente, células HeLa GFP (control) o HeLa SLC5A8-GFP en ratones
Nu/Nu. El crecimiento de los tumores se siguié durante 35 dias. Al término del
protocolo, los ratones se sacrificaron y se extirparon los tumores generados. Tanto
las células HeLa GFP como las HelLa SLC5A8-GFP formaron tumores; sin
embargo, los tumores de las células HeLa SLC5A8 crecieron de forma mas lenta y
al final formaron tumores mas pequefios y de menor peso. Ademas, los tumores
con HeLa SLC5A8 mostraron menos irrigacion en comparacion del control lo que
sugiere que SLC5A8 pudiera tener un papel en la angiogénesis. Sin embargo
hacen falta méas estudios para corroborar este hallazgo. (Figura 16)
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Figura 16. SLC5A8 disminuy6 el crecimiento de los tumores. Se indujo el
crecimiento de tumores con las células HeLa SLC5A8- GFP y HelLa GFP, para ello
se inyectaron subcutdneamente 6 millones de células en el dorso de ratones
machos Nu/Nu, en el costado derecho se inyectaron las células con el vector vacio
(control) y el costado izquierdo las células con SLC5A8, se monitored el

crecimiento de los tumores por 7 semanas en las cuales se midieron y se calculé
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el volumen de acuerdo a la formula V = (Ancho(2) x Largo)/2. Al termino de los 35
dias se sacrificaron a los animales se extirpé el tumor y se peso. Los tumores de
las celulas HelLa con SLCS5AS8, crecieron y pesaron menos que el control. La
comparacion del volumen del tumor se analizé6 con Two-way anova, Bonferroni
(n:12),****P<0.0001, **P<0.006, la comparacion del peso del tumor se analizé por t
de student (n:12) *P<0.007
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Discusioén

En este trabajo estudiamos la capacidad del transportador SLC5A8 de ser
una proteina supresora tumoral. Previamente habiamos demostrado que SLC5A8
se encuentra transcripcionalmente inactivo tanto en lineas celulares de cancer
cervicouterino como en tumores de pacientes con este mismo tipo de carcinoma.
También habiamos demostrado que esta disminucion en el transcrito de SLC5A8
se debia a la hipermetilacion y desacetilacion en la region promotora del Gen. por
lo que esto nos motivo a continuar con la caracterizacion del transportador como

un supresor tumoral en cancer cervicouterino.

Primero sobreexpresamos el transportador en la linea celular HelLa, una de
las lineas en las que demostramos que la expresion de SLC5A8 esta apagada
[63]; el andlisis de la expresion se hizo por inmunofluorescencia siguiendo la
marca verde de la proteina GFP unida al transportador. El transportador ademas
se localizé en el borde celular tal y como previamente lo habian observado
Paroder y colaboradores, en la linea celular no cancerosa MDCK. Ya que esta
proteina es un transportador de membrana, su localizacion en la célula es de gran
importancia para su correcto funcionamiento, en el transporte de los distintos
sustratos. También observamos que el transportador tiene un patron de
localizacion caracteristico del aparato de Golgi, y dado que los analisis insilico
sugieren que la secuencia de SLC5A8 tiene sitios putativos de glicosilacion
caracteristicos de las proteinas de membrana [8], corroboramos la localizacion de
SLC5A8 en las vesiculas de Golgi por coinmunofluorescencia de Golgina, una
proteina presente en el aparato de Golgi. Observamos que SLC5A8 colocaliza con
Golgina, lo cual sugiere que el transportador utiliza el transporte vesicular para ser
glicosilado previo a su insercion a la membrana plasmatica y esto sugiere que la
proteina sobreexpresada sigue su recorrido normal hacia la membrana. Ademas,
este es el primer estudio en el que se demuestra la localizacion del transportador a
nivel de Golgi con lo que contribuye a la caracterizacion de la expresion de
SLC5AS8.

39



Enseguida exploramos si SLC5A8 disminuye la proliferacion de las células
cancerosas y demostramos que cuando las células HelLa que sobreexpresan el
transportador proliferan menos que las células control; ademés, como dato
relevante, las células se crecieron en un medio libre de piruvato, el cual es un
sustrato de SLC5A8 y del que se ha sugerido que tiene propiedades de supresor
tumoral [62], por lo que la disminucion de la proliferacion se relaciona con un
mecanismo independiente de este sustrato. Por otro lado, existen reportes previos
en los que se ha sefialado a otras proteinas de membrana como supresores
tumorales; tal es el caso de la Claudina 6, la cual es un poro de agua y cuya
sobreexpresion en lineas celulares cancerosas disminuye proliferacién y aumenta
apoptosis [67], Esto plantea funciones alternativas de las proteinas de membrana
y abre el campo de estudio de los mecanismo responsables de las propiedades
supresoras tumorales. Otro caso es lo que se observo con la proteina de la union
estrecha Z0O-2, la cual sirve como puente entre las proteinas integrales y el
citoesqueleto de actina; esta proteina es un candidato a supresor tumoral y se
sabe gue se asocia con los factores de transcripcién Jun y Fos en el borde celular.
Z0-2, al secuestrar a estos factores lejos del nucleo impide que ejerzan ciertas
funciones como el aumento en la proliferacion [68]. Este mecanismo de secuestro
de proteinas promotoras de la proliferacion podria ser la explicacion de como el
transportador SLC5A8 tiene una funcion independiente de un sustrato con

propiedades supresoras de la proliferacion.

Ya que las células cancerosas pueden tener la capacidad de migrar e
invadir tejidos ajenos al foco canceroso (un fenémeno también llamado
metastasis), analizamos la movilidad de las células cancerosas en las que
sobreexpresamos SLC5AS8; esto se hizo con ensayos de herida en el cultivo
celular los cuales se monitorearon por 72 hr y se observo que SLC5A8 disminuye
la migracion de las células de cancer cervicouterino, lo cual concuerda con lo
observado previamente en células de céancer hepatico en las que este
transportador disminuyo la migracion ademas del grado de invasion, con lo que
concluimos que la capacidad de disminuir la migracion, se conserva en estos dos

tipos de cancer.
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Por ultimo y para concluir el trabajo realizamos ensayos in vivo en ratones
inmunosuprimidos Nu/Nu, en los que indujimos el crecimiento de tumores con las
lineas Hela transfectadas de forma estable ya sea con el transportador SLC5A8 o
con el vector vacio como control. Los tumores empezaron a observarse después
de los 15 dias pos inyeccion subcutanea en el dorso del ratén; el crecimiento se
monitored por 35 dias. Los tumores de las células con SLC5A8 crecieron mas
lento y pesaron menos, lo cual concuerda con lo observado en lineas cancerosas
de mama transfectadas con este importante transportador [62]. En el caso de los
tumores inducidos por HelLa SLC5A8, estos tenian menos vascularizacion en
comparaciébn con los controles, lo que plantea una posible actividad
antiangiogénica por parte del transportador. Sin embargo, haran falta mas estudios

para corroborar este hallazgo.

El hecho que las células HelLa que sobreexpresan a SLC5A8 también
formaran tumores, sugiere que ademas del transportador se requieren mas
factores que ayuden a inhibir el crecimiento tumoral, y la presencia del sustrato
como el piruvato podria contribuir a acentuar aun mas la capacidad de supresor
tumoral de SLC5A8. Lo anterior sugiere que se requieren mas estudios en los que
se analice la participacion tanto del piruvato como de otros sustratos como el
propionato o el butirato. Incluso la participacion de otros supresores tumorales.
Ademas es importante mencionar que las lineas celulares cancerosas, cuentan
con una gran cantidad de mutaciones y que la actividad supresora tumoral del
transportador SLC5A8 en las células de un tumor pudiera ser aun mejor siendo

gue estas no han sufrido tantos procesos de transformacion.

Ademas es importante recordar que el cancer cervicouterino tiene un
componente etiolégico de origen viral como es la presencia del virus del papiloma
humano, el cual contribuye también al aumento de los mecanismo que
desencadenan el desarrollo del cancer, por lo que el estudio del transportador
SLC5A8 como supresor tumoral es de gran relevancia, ya que aporta mas

informacion para entender esta enfermedad.
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Conclusion

Con todos los resultados obtenidos en este trabajo con las células de
cancer cervicouterino HelLa, donde se sobreexpresé el transportador SLC5AS8,
este logro disminuir la proliferacion celular, la migracion e inhibe el crecimiento de
tumores lo que sugiere fuertemente que SLC5A8, es una proteina supresora

tumoral en el cancer cervicouterino.
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Perspectivas

1) Se realizaran ensayos para identificar si SLC5A8 arresta el ciclo celular
y si incrementa la apoptosis.

2) Se analizaran si los distintos sustratos como el piruvato, propionato o
butirato, incrementan el efecto de SLC5A8 obtenido en las células

cancerosas Hel.a.

43



Bibliografia

1.

10.

He, L., K. Vasiliou, and D.W. Nebert, Analysis and update of the human
solute carrier (SLC) gene superfamily. Hum Genomics, 2009. 3(2): p. 195-
206.

Lodish, H.F., Molecular cell biology. 5th ed. 2013.

Rodriguez, A.M., et al., Identification and characterization of a putative
human iodide transporter located at the apical membrane of thyrocytes. J
Clin Endocrinol Metab, 2002. 87(7): p. 3500-3.

Li, H., et al., SLC5A8, a sodium transporter, is a tumor suppressor gene
silenced by methylation in human colon aberrant crypt foci and cancers.
Proc Natl Acad Sci U S A, 2003. 100(14): p. 8412-7.

Bernardo, j.R., K. Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and
Haematology SLC5A8 (solute carrier family 5 member 8). [cited 2019
26/01/19]; Available from:
http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/GC_SLC5A8.html.

Vergara-Jaque, A., P. Fong, and J. Comer, lodide Binding in Sodium-
Coupled Cotransporters. J Chem Inf Model, 2017. 57(12): p. 3043-3055.
Srivastava, S., et al., Identification of the multivalent PDZ protein PDZK1 as
a binding partner of sodium-coupled monocarboxylate transporter SMCT1
(SLC5A8) and SMCT2 (SLC5A12). J Physiol Sci, 2019.

Paroder, V., et al., Na(+)/monocarboxylate transport (SMCT) protein
expression correlates with survival in colon cancer. molecular
characterization of SMCT. Proc Natl Acad Sci U S A, 2006. 103(19): p.
7270-5.

Bhutia, Y.D., et al.,, SLC transporters as a novel class of tumour
suppressors: identity, function and molecular mechanisms. Biochem J,
2016. 473(9): p. 1113-24.

Ganapathy, V., et al.,, Sodium-coupled monocarboxylate transporters in
normal tissues and in cancer. AAPS J, 2008. 10(1): p. 193-9.

44


http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/GC_SLC5A8.html

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Martin, P.M., et al., Identity of SMCT1 (SLC5A8) as a neuron-specific Na+-
coupled transporter for active uptake of L-lactate and ketone bodies in the
brain. J Neurochem, 2006. 98(1): p. 279-88.

Frank, H., et al., Lactaturia and loss of sodium-dependent lactate uptake in
the colon of SLC5A8-deficient mice. J Biol Chem, 2008. 283(36): p. 24729-
37.

Ueno, M., et al., Aberrant methylation and histone deacetylation associated
with silencing of SLC5A8 in gastric cancer. Tumour Biol, 2004. 25(3): p.
134-40.

Porra, V., et al.,, Silencing of the tumor suppressor gene SLC5A8 is
associated with BRAF mutations in classical papillary thyroid carcinomas. J
Clin Endocrinol Metab, 2005. 90(5): p. 3028-35.

Park, J.Y., et al., Silencing of the candidate tumor suppressor gene solute
carrier family 5 member 8 (SLC5A8) in human pancreatic cancer. Pancreas,
2008. 36(4): p. e32-9.

Park, J.Y., et al., Gene silencing of SLC5A8 identified by genome-wide
methylation profiling in lung cancer. Lung Cancer, 2013. 79(3): p. 198-204.
Park, J.Y., et al., Candidate tumor suppressor gene SLC5A8 is frequently
down-regulated by promoter hypermethylation in prostate tumor. Cancer
Detect Prev, 2007. 31(5): p. 359-65.

Elangovan, S., et al., Molecular mechanism of SLC5A8 inactivation in breast
cancer. Mol Cell Biol, 2013. 33(19): p. 3920-35.

Wang, L.H., et al.,, Loss of Tumor Suppressor Gene Function in Human
Cancer: An Overview. Cell Physiol Biochem, 2018. 51(6): p. 2647-2693.
Hanahan, D. and R.A. Weinberg, Hallmarks of cancer: the next generation.
Cell, 2011. 144(5): p. 646-74.

Thangaraju, M., et al.,, SLC5A8 triggers tumor cell apoptosis through
pyruvate-dependent inhibition of histone deacetylases. Cancer Res, 2006.
66(24): p. 11560-4.

45



22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Wilting, S.M., et al., Methylation-mediated transcriptional repression of
microRNAs during cervical carcinogenesis. Epigenetics, 2013. 8(2): p. 220-
8.

Romanowska, J. and A. Joshi, From Genotype to Phenotype: Through
Chromatin. Genes (Basel), 2019. 10(2).

Prokhortchouk, E. and P.A. Defossez, The cell biology of DNA methylation
in mammals. Biochim Biophys Acta, 2008. 1783(11): p. 2167-73.

Li, E. and Y. Zhang, DNA methylation in mammals. Cold Spring Harb
Perspect Biol, 2014. 6(5): p. a019133.

Klose, R.J. and A.P. Bird, Genomic DNA methylation: the mark and its
mediators. Trends Biochem Sci, 2006. 31(2): p. 89-97.

Smith, L.T., G.A. Otterson, and C. Plass, Unraveling the epigenetic code of
cancer for therapy. Trends Genet, 2007. 23(9): p. 449-56.

Eggermann, T., et al., Imprinting disorders: a group of congenital disorders
with overlapping patterns of molecular changes affecting imprinted loci. Clin
Epigenetics, 2015. 7: p. 123.

Laird, P.W., et al, Suppression of intestinal neoplasia by DNA
hypomethylation. Cell, 1995. 81(2): p. 197-205.

Yaku, K., et al., NAD Metabolism in Cancer Therapeutics. Front Oncol,
2018. 8: p. 622.

Vander Heiden, M.G., L.C. Cantley, and C.B. Thompson, Understanding the
Warburg effect: the metabolic requirements of cell proliferation. Science,
2009. 324(5930): p. 1029-33.

Javier, R.T. and J.S. Butel, The history of tumor virology. Cancer Res, 2008.
68(19): p. 7693-706.

Doorbar, J., et al., Human papillomavirus molecular biology and disease
association. Rev Med Virol, 2015. 25 Suppl 1: p. 2-23.

Boulet, G., et al., Human papillomavirus: E6 and E7 oncogenes. Int J
Biochem Cell Biol, 2007. 39(11): p. 2006-11.

Munger, K. and P.M. Howley, Human papillomavirus immortalization and
transformation functions. Virus Res, 2002. 89(2): p. 213-28.

46



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

McLaughlin-Drubin, M.E. and K. Munger, Oncogenic activities of human
papillomaviruses. Virus Res, 2009. 143(2): p. 195-208.

Haedicke, J. and T. Iftner, Human papillomaviruses and cancer. Radiother
Oncol, 2013. 108(3): p. 397-402.

Moody, C.A. and L.A. Laimins, Human papillomavirus oncoproteins:
pathways to transformation. Nat Rev Cancer, 2010. 10(8): p. 550-60.
Woodman, C.B., S.I. Collins, and L.S. Young, The natural history of cervical
HPV infection: unresolved issues. Nat Rev Cancer, 2007. 7(1): p. 11-22.
Cohen, P.A., et al., Cervical cancer. Lancet, 2019. 393(10167): p. 169-182.
Biktasova, A., et al., Demethylation Therapy as a Targeted Treatment for
Human Papillomavirus-Associated Head and Neck Cancer. Clin Cancer
Res, 2017. 23(23): p. 7276-7287.

Burgers, W.A., et al., Viral oncoproteins target the DNA methyltransferases.
Oncogene, 2007. 26(11): p. 1650-5.

Cicchini, L., et al., Suppression of Antitumor Immune Responses by Human
Papillomavirus through Epigenetic Downregulation of CXCL14. MBio, 2016.
7(3).

D'Costa, Z.J., et al., Transcriptional repression of E-cadherin by human
papillomavirus type 16 E6. PL0S One, 2012. 7(11): p. e48954.
Kuss-Duerkop, S.K., J.A. Westrich, and D. Pyeon, DNA Tumor Virus
Regulation of Host DNA Methylation and Its Implications for Immune
Evasion and Oncogenesis. Viruses, 2018. 10(2).

Laurson, J., et al.,, Epigenetic repression of E-cadherin by human
papillomavirus 16 E7 protein. Carcinogenesis, 2010. 31(5): p. 918-26.

Lin, T.S., et al., An association of DNMT3b protein expression with
P16INK4a promoter hypermethylation in non-smoking female lung cancer
with human papillomavirus infection. Cancer Lett, 2005. 226(1): p. 77-84.
Yeung, C.L., et al, Human papillomavirus type 16 E6 suppresses
microRNA-23b expression in human cervical cancer cells through DNA
methylation of the host gene C9orf3. Oncotarget, 2017. 8(7): p. 12158-
12173.

47



49.

50.

51.

52.

53.

4.

55.

56.

S7.

58.

Durzynska, J., K. Lesniewicz, and E. Poreba, Human papillomaviruses in
epigenetic regulations. Mutat Res Rev Mutat Res, 2017. 772: p. 36-50.

Sen, P., P. Ganguly, and N. Ganguly, Modulation of DNA methylation by
human papillomavirus E6 and E7 oncoproteins in cervical cancer. Oncol
Lett, 2018. 15(1): p. 11-22.

Hu, S., et al., Association of aberrant methylation of tumor suppressor
genes with tumor aggressiveness and BRAF mutation in papillary thyroid
cancer. Int J Cancer, 2006. 119(10): p. 2322-9.

Hong, C., et al.,, Shared epigenetic mechanisms in human and mouse
gliomas inactivate expression of the growth suppressor SLC5A8. Cancer
Res, 2005. 65(9): p. 3617-23.

Thangaraju, M., et al., Transport by SLC5A8 with subsequent inhibition of
histone deacetylase 1 (HDAC1) and HDAC3 underlies the antitumor activity
of 3-bromopyruvate. Cancer, 2009. 115(20): p. 4655-66.

Thangaraju, M., et al., Sodium-coupled transport of the short chain fatty acid
butyrate by SLC5A8 and its relevance to colon cancer. J Gastrointest Surg,
2008. 12(10): p. 1773-81; discussion 1781-2.

Whitman, S.P., et al., DNA hypermethylation and epigenetic silencing of the
tumor suppressor gene, SLC5A8, in acute myeloid leukemia with the MLL
partial tandem duplication. Blood, 2008. 112(5): p. 2013-6.

Bonnet, S., et al., A mitochondria-K+ channel axis is suppressed in cancer
and its normalization promotes apoptosis and inhibits cancer growth.
Cancer Cell, 2007. 11(1): p. 37-51.

Babu, E., et al., Role of SLC5A8, a plasma membrane transporter and a
tumor suppressor, in the antitumor activity of dichloroacetate. Oncogene,
2011. 30(38): p. 4026-37.

Helm, J., et al., SLC5A8 nuclear translocation and loss of expression are
associated with poor outcome in pancreatic ductal adenocarcinoma.
Pancreas, 2012. 41(6): p. 904-9.

48



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Zane, M., et al., Circulating cell-free DNA, SLC5A8 and SLC26A4
hypermethylation, BRAF(V600E): A non-invasive tool panel for early
detection of thyroid cancer. Biomed Pharmacother, 2013. 67(8): p. 723-30.
Ikeda, K., et al., Prognostic Significance of Aberrant Methylation of Solute
Carrier Gene Family 5A8 in Lung Adenocarcinoma. Ann Thorac Surg, 2015.
99(5): p. 1755-9.

Orellana-Manzano, A., et al., Helicobacter pylori Infection Is Associated with
Decreased Expression of SLC5A8, a Cancer Suppressor Gene, in Young
Children. Front Cell Infect Microbiol, 2016. 6: p. 121.

Coothankandaswamy, V., et al., The plasma membrane transporter SLC5A8
suppresses tumour progression through depletion of survivin without
involving its transport function. Biochem J, 2013. 450(1): p. 169-78.
Hernandez-Juarez, J., et al., Sodium-coupled monocarboxylate transporter
is a target of epigenetic repression in cervical cancer. Int J Oncol, 2019.
54(5): p. 1613-1624.

Ferlay, J., et al.,, Cancer incidence and mortality worldwide: sources,
methods and major patterns in GLOBOCAN 2012. Int J Cancer, 2015.
136(5): p. E359-86.

Subramanya, D. and P.D. Grivas, HPV and cervical cancer: updates on an
established relationship. Postgrad Med, 2008. 120(4): p. 7-13.

Fang, J., H. Zhang, and S. Jin, Epigenetics and cervical cancer: from
pathogenesis to therapy. Tumour Biol, 2014. 35(6): p. 5083-93.

Zhang, X., et al., Tight junction protein claudin-6 inhibits growth and induces
the apoptosis of cervical carcinoma cells in vitro and in vivo. Med Oncaol,
2015. 32(5): p. 148.

Betanzos, A., et al., The tight junction protein ZO-2 associates with Jun, Fos
and C/EBP transcription factors in epithelial cells. Exp Cell Res, 2004.
292(1): p. 51-66.

49



