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RESUMEN

El cancer de rindn representa el 2,5% de todos los cdnceres, con una incidencia mundial de
300.000 casos, los cuales conducen a 111.000 6bitos anuales. El carcinoma renal de células
claras (CRCC) es el subtipo méas comun de carcinoma de células renales (CCR), denominado de

esta manera por el aspecto claro del citoplasma celular, consecuencia del alto contenido lipidico.

Aunque en la actualidad se estan disefiando y aplicando nuevos tratamientos terapéuticos
basados en la combinacion de inhibidores de tirosina quinasa e inmunoterapias, el CRCC se

presenta como una entidad oncoldgica compleja de dificil prediccion.

Existe, por lo tanto, un gran interés de conocer las bases moleculares de la biologia tumoral del
CRCC, lo cual podria contribuir a una mejor comprensién del comportamiento bioldgico agresivo
de este cdncer e identificar biomarcadores tempranos de la enfermedad, asi como también

blancos terapéuticos que frenen la proliferacion de este tipo de células malignas.

El objetivo general de esta tesis doctoral consistid en estudiar las moléculas involucradas en el
microambiente hipdxico del CRCC y profundizar en los roles de la estearoil CoA desaturasa de
tipo 1 (SCD-1) y de la proteina de resistencia a multiples farmacos de tipo 4 (MRP4) en la
regulaciéon de la proliferacion tumoral, con el objeto de validarlos como posibles dianas

terapéuticas o biomarcadores diagndsticos y/o predictivos de esta afeccion maligna.

SCD-1 cataliza la introduccién de un doble enlace en varios acil-CoA grasos saturados,
principalmente estearoil-CoA, para sintetizar acido oleico (18:1n-9). Este producto enzimatico
participa en la proliferacidn, sefializacion e invasividad de las células tumorales. Mientras que
MRP4, expresado débilmente en la membrana apical de los tubulos renales contorneados
proximales, se encarga de bombear una serie de compuestos exdgenos y endégenos del espacio
intracelular al extracelular. Entre los componentes que extruye MRP4 se encuentran diversos
farmacos antitumorales y el AMPc (importante segundo mensajero implicado en procesos de

proliferacién celular).

Es asi, que, en este trabajo, se presenta informacidén novedosa respecto a la biologia tumoral del
CRCC, en la cual se aborda el estudio del microambiente hipéxico y su influencia sobre la
expresion/actividad de un conjunto de proteinas implicadas en los procesos de proliferacién,
supervivencia y apoptosis de células tumorales. Por lo tanto, se han estudiado a través de

estudios multiparamétricos: los factores inducibles por hipoxia de tipo 1y 2 (HIF-1a y HIF-2a),



eritropoyetina y su receptor (EPO y EPO-R), el factor de crecimiento endotelial vascular y su

receptor (VEGF y VEGFR-2), SCD-1 y MRP4.

La metodologia de trabajo incluyd diversas técnicas, entre ellas: cultivos celulares, biologia
molecular, Western blot, inmunohistoquimica e inmunocitoquimica, ensayos de viabilidad y
proliferacién celular, radioinmunoensayos, espectrometria de masas, citometria de flujo y

microscopias (éptica, fluorescente directa y confocal).

Los resultados obtenidos revelaron que HIF-1a, EPO, EPO-R, VEGF, VEGFR-2, SCD-1 y MRP4
fueron sobreexpresados en la mayoria de las muestras tumorales de CRCC obtenidas por
nefrectomia. Las relaciones directamente proporcionales entre los pares HIF-1a/SCD-1 y SCD-
1/Ki-67 sugirieron un vinculo entre estas moléculas, implicadas en la progresion tumoral en

primeras etapas del CRCC.

Los analisis lipiddmicos de los tumores y las lineas celulares de CRCC, demostraron que el 18:1n-
9 fue uno de los principales acidos grasos comprometidos y particularmente el mas abundante
en la fraccién de lipidos neutros en el core tumoral. Utilizando un modelo in vitro de hipoxia
quimica sobre la linea celular CAKI-2 (linea de CRCC), se hallé una sobreexpresién de SCD-1. El
aumento en la expresidn de SCD-1 causé un incremento en los niveles de 18:1n-9, que a su vez,
se acumulé en la fraccidn lipidica neutra. La inhibicion farmacoldgica de SCD-1 bloqued la
sintesis de 18:1n-9 y comprometié la proliferacién celular. Mientras que la adicién de 18:1n-9

exdgeno a las células revirtid los efectos de la inhibicidn enzimatica sobre la proliferacién celular.

Por otra parte, también se encontré una sobreexpresion de MRP4 al utilizar el modelo in vitro
de hipoxia quimica sobre la linea celular CAKI-2. El bloqueo farmacoldgico de MRP4 en células
CAKI-2, gener6 un desequilibrio en el metabolismo del AMPc, induciendo la detencién del ciclo
celular, cambios en la composicidn de lipidos, aumento de lipid droplets (LD) citoplasmaticos y

finalmente la apoptosis.

Estos datos revelan por primera vez que, tanto SCD-1, enzima clave de los niveles de acido
oleico, como MRP4, moduladora de las concentraciones intracelulares de AMPc, son proteinas
cruciales de control de dos procesos bioquimicos coexistentes vinculados a la proliferacion de

células tumorales y sensibles a la hipoxia.



En conclusidn, durante el desarrollo de esta tesis se comprobé que las dos proteinas estudiadas,
SCD-1 y MRP4 presentaron firmes evidencias experimentales para ser utilizadas como posibles

biomarcadores y/o blancos terapéuticos para CRCC.



ABSTRACT

Kidney cancer represents 2.5% of all cancer tumors, with a worldwide incidence of 300,000
cases, which lead to 111,000 deaths annually. Clear cell renal carcinoma (CRCC) is the most
common histological subtype of renal cell carcinoma (CRC). Its name indicates the clear
appearance of the cell cytoplasm, due to the high lipid content, observed in this cancer.
Although new therapeutic strategies are currently being designed (a combination of tyrosine
kinase inhibitors and immunotherapies), CRCC appears as a complex oncological entity that is
difficult to predict.

Thus, there is great interest to know the molecular bases of the tumor biology of CRCC, which
could contribute to a better understanding of the aggressive biological behavior of this cancer
and identify early biomarkers, as well as therapeutic targets that stop the proliferation of this
type of malignant cells.

The objective of this doctoral thesis was to study the molecules involved in the hypoxic
microenvironment of CRCC and to delve into the role of stearoyl CoA desaturase type 1 (SCD-1)
and multidrug resistance protein type 4 (MRP4) in the regulation of tumor proliferation, in order
to validate them as possible therapeutic targets or diagnostic and / or predictive biomarkers of
this malignant condition.

SCD-1 catalyzes the introduction of a double bond in several saturated fatty acyl-CoAs, mainly
stearoyl-CoA, to synthesize oleic acid (18:1n-9). This enzymatic product participates in the
proliferation, signaling and invasiveness of tumor cells. On the other hand, MRP4 is weakly
expressed in the apical membrane of the proximal convoluted renal tubules and is responsible
for pumping exogenous and endogenous compounds from the intracellular to the extracellular
space. Among the components that MRP4 extrudes are antitumor drugs and cAMP (second
messenger involved in cell proliferation processes).

This thesis provides novel information regarding the tumor biology of the CRCC, focused on the
hypoxic microenvironment and its influence on the expression / activity of a set of proteins
involved in the processes of proliferation, survival and apoptosis of tumor cells. Thus, type 1 and
2 hypoxia-inducible factors (HIF-1a and HIF-2a), erythropoietin and its receptor (EPO and EPO-
R), vascular endothelial growth factor and its receptor (VEGF and VEGFR-2), SCD-1 and MRP4
were studied through multiparametric studies.

Materials and methods included: cell cultures, gPCR, Western blot, immunohistochemistry and

immunocytochemistry, cell viability and proliferation assays, radioimmunoassays, mass



spectrometry, flow cytometry and various microscopic techniques (optical, direct fluorescent
and confocal) .

The results obtained revealed that HIF-1a, EPO, EPO-R, VEGF, VEGFR-2, SCD-1 and MRP4 were
overexpressed in most CRCC tumor samples obtained by nephrectomy. The directly proportional
relationships between the HIF-1a / SCD-1 and SCD-1 / Ki-67 pairs suggested a link between these
molecules, involved in early-stage tumor progression of CRCC.

Lipidomic analyzes of tumors and CRCC cell lines showed that 18:1n-9 is increased in these
tumors and is particularly abundant in the neutral lipid fraction in the tumor center. Using an in
vitro model of chemical hypoxia on CAKI-2 cell line (CRCC line), we found a SCD-1 overexpression.
This caused an increase in 18:1n-9 levels, which, in turn, was accumulated in the neutral lipid
fraction. The pharmacological inhibition of SCD-1 blocked the 18:1n-9 synthesis and
compromised cell proliferation, demonstrating its importance in the process.

On the other hand, a MRP4 overexpression was also found when using the in vitro model of
chemical hypoxia on CAKI-2 cell line. The pharmacological blockade of this transporter in CAKI-
2 cells, generated an imbalance in cAMP metabolism, and induced the arrest of the cell cycle,
changes in lipid composition, increase in cytoplasmic lipid droplets and finally apoptosis.

These data reveal for the first time that both SCD-1, a key enzyme for the synthesis of oleic acid,
and MRP4, which modulates intracellular cAMP concentrations, are both crucial control proteins
of two coexisting biochemical processes linked to the proliferation of tumor cells and sensitive
to hypoxia.

In conclusion, during the development of this thesis, it was found that the two proteins studied,
SCD-1 and MRP4, presented strong experimental evidence to be used as possible biomarkers

and / or therapeutic targets for CRCC.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Estudio del Microambiente Hipoxico y del
Metabolismo Lipidico del Carcinoma Renal de
Células Claras (CRCC)



1.1. Estructura renal

Los rifiones son un par de érganos indispensables para la vida. Se hallan situados en regién
retroperitoneal superior del abdomen a ambos lados de la columna vertebral. Presentan una
superficie lisa con una profunda depresién en su borde interno denominada hilio renal. El
tamafio medio de un rifién adulto es de 10-12 cm de longitud, 5-7 cm de ancho y 3 cm de
espesor, mientras que su peso aproximado es de 115- 155 gramos en las mujeres y de 125-170
gramos en los hombres. El extremo renal superior se encuentra a nivel de la Ultima vértebra
dorsal, y el inferior se extiende hasta la tercera vértebra lumbar, debajo del diafragma. El rifidn
derecho se encuentra ligeramente mas bajo que el izquierdo, ya que el higado ocupa un gran
espacio en el lado derecho, no obstante, el rifidn izquierdo presenta dimensiones un poco
mayores que el derecho, encontrandose mds cerca de la linea media. Ademas, los rifiones estan
rodeados por tejido fibro-adiposo que le otorgan cierta proteccion (Tresguerres et al., 2005).
Encerrados por una cdpsula fibrosa, los elementos funcionales de los rifiones consisten en una
corteza externa y una médula renal externa e interna. La médula se divide en una serie de cufias
o conos con la base dirigida hacia la corteza y el vértice dirigido hacia el hilio, lamadas pirdmides
renales, las cuales desembocan en los cdlices renales. Los cdlices renales mayores se unen para
formar la denominada pelvis renal.

Las unidades de trabajo basicas de los rifiones son las nefronas. Aproximadamente 1,2 millones
de nefronas estdn contenidas en cada rifidn y se encargan de la formacidn de la orina. Cada
nefrona consta de la cdpsula de Bowman, el tubulo contorneado proximal, el asa de Henle y el

tubo contorneado distal, el cual desemboca en los conductos colectores (Wallace, 1998).

1.2. Funcién renal

Los rifiones son érganos complejos, vitales en el mantenimiento de las funciones corporales.

Algunas de sus funciones son:

e Regulacién del volumen y la osmolaridad de los liquidos corporales mediante el control del
equilibrio electrolitico e hidrico.

® Excrecion de los productos de desecho producidos por el metabolismo celular y de las
sustancias quimicas extrafas al organismo.

e Regulacién de la presidn arterial, entre otros mecanismos mediante la secrecién de factores
vasoactivos como la renina.

e Regulacién del equilibrio acido-base, principalmente mediante la excrecién de acidos. Esta
accion es importante, ya que muchas de las funciones metabdlicas del organismo son

sensibles al pH.
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e Regulacién de la eritropoyesis, por medio de la sintesis y secrecion de eritropoyetina.

e Sintesis de 1,25-dihidroxivitamina Ds, la cual participa en el metabolismo del calcio y el
fosforo.

® Gluconeogénesis, al sintetizar glucosa a partir de aminoacidos y otros precursores en
situaciones de ayuno prolongado, por lo que contribuye de manera importante al

mantenimiento de la glucemia.
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Figura 1.1. Representacion esquematica de un riiidn. (Extraido de Tresguerres et al., 2005)

1.3. Carcinoma renal de células claras (CRCC)

El cdncer constituye un enorme desafio y carga para la sociedad independientemente del grado
econdmico de los paises. Aunque se ha avanzado considerablemente en la profundizacién del
entendimiento de los mecanismos que subyacen a la iniciacidn y progresion tumoral (Chen &
Song, 2019), la prevalencia de cancer ha aumentado en los ultimos afios (Torre et al., 2015).

El cdncer adquiere capacidades bioldgicas durante su desarrollo. Estas capacidades o sellos son
un principio organizador de la enfermedad neoplasica, incluyendo: sefiales proliferativas,
evasion de supresores del crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa,
induccion de la angiogénesis y activacion de la invasidn y metastasis. Detras de estas marcas se
encuentra la inestabilidad del genoma, que genera la diversidad genética. Ademas, el progreso
conceptual en la Ultima década ha agregado otros sellos emergentes como, la evasion al sistema
inmunolégico, el microambiente tumoral y la reprogramaciéon del metabolismo (Hanahan &
Weinberg, 2011).

El carcinoma de células renales (CCR) se encuentra entre las diez principales causas de muerte

relacionadas con el cancer y es el tipo mas comun de tumor maligno de rifidn en adultos (Elfiky
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et al., 2011). El CCR constituye el cancer uroldgico mas letal, representa el 2-3% de todos los
tumores y es la lesidn sélida mas frecuente en el rifidn adulto (Bielecka et al., 2014).

El carcinoma renal engloba a un grupo heterogéneo de subtipos tumorales que incluye el
Carcinoma Renal de Células Claras (CRCC), responsable de un 70-80% de todos los carcinomas
renales (generalmente asociado con un prondstico grave y una alta tasa de mortalidad), el
carcinoma papilar con una frecuencia del 11-15%, y los menos habitual el croméfobo y los
oncocitomas, donde ambos incluyen un 5% de los casos cada uno (Lopez-Beltran et al., 2006;
Srigley et al., 2013)

En Argentina, el CRCC es la novena causa de muerte por cancer en varones y la decimotercera
en mujeres. A nivel mundial en los ultimos afios la incidencia de este carcinoma se ha
mantenido estable, mientras que la tasa de mortalidad ha disminuido solo un 0,9% cada afio
entre 2007 y 2016 (Motzer et al., 2019).

Habitualmente el diagndstico se realiza en pacientes de 60-70 afios, aunque recientemente se
han registrado casos en pacientes jovenes. La progresion en este tipo de tumores es subclinica
y por ello el diagndstico es tardio. Aproximadamente un 70% de los CRCC se detectan de manera
incidental al utilizar técnicas de imagenes no invasivas para la evaluacion de multiples sintomas
inespecificos. Alrededor del 30% de los CRCC se diagnostican en la etapa metastdsica y se tratan
mediante nefrectomia, sin embargo, un tercio de los pacientes después de la reseccion del

tumor presentan recurrencia (Greef & Eisen, 2016; Ljungberg et al., 2009).

1.4. Estadificacion de los CRCC

La estadificacidon del cancer es una pieza clave de informacion que permite determinar el

tratamiento y establecer el prondstico de un paciente determinado. El sistema de clasificacion

TNM ha sido desarrollado para determinar la extension anatémica del cancer. La American Joint

Committee on Cancer (AJCC)y la Union for International Cancer Control (UICC) publican (en

conjunto con otras multiples asociaciones) la clasificacion TNM desde 1977, la cual es

actualizada cada 5-7 afos, siendo la 8va edicion publicada a finales del afio 2017.

El sistema de clasificacion TNM hace referencia a:

- T: Tamafio del tumor primario. Teniendo en cuenta su extensidon e invasidon a tejidos
adyacentes. El mismo se subclasifica en: TO, T1, T2, T3y T4.

- N: presencia o ausencia de ganglios linfaticos (numero, tamafio y localizacién de los mismos).
Esta categoria se subdivide en: NO, N1, N2 y N3

- M: presencia (M1) o no (M0) de metastasis.



Capitulo 1 - Introduccion

Sin embargo, la valoraciéon cualitativa del nivel de diferenciacion de las células tumorales y las
caracteristicas microscdpicas como el tamafio y forma del nucleo, asi como la prominencia de
nucléolos, hacen referencia al grado de dicho tumor. En el caso del CCR se utiliza la clasificacion

respecto al grado nuclear Fuhrman, el cual separa en 4 grados diferentes:

Grado 1: Los nucleos de las células cancerosas son pequefios y redondos. Los nucléolos son

de dificil observacion.

- Grado 2: Los nucleos de las células cancerosas son un poco mads grandes y de forma irregular.
Los nucléolos son mas faciles de observar.

- Grado 3: Los nucleos de las células cancerosas son grandes e irregulares.
Los nucléolos facilmente visibles.

- Grado 4: Los nucleos de las células cancerosas son extrafos, extremadamente irregulares y,
a menudo, multilobulados.

En todos los casos, los estadios y grados mas bajos son de mejor prondstico, mientras que los

estadios y grados superiores son de peor prondstico (Colaci et al., 2020; Fuhrman, 1982; Moran

et al., 2012; Verine et al., 2018).

1.5. CRCC e hipoxia

Al igual que con numerosos tumores sélidos, el CRCC con frecuencia presenta areas hipdxicas
como consecuencia de un crecimiento tumoral descontrolado, que carece de coordinacién con
la capacidad de formacidon de redes vasculares eficientes asociadas al mismo.

Dada esta condicidn fisiopatoldgica generada en el seno del tejido neoformado, un actor clave
que funciona como coordinador es el factor inducible por hipoxia de tipo 1 (HIF-1). Este factor
de transcripcidon es un regulador maestro de la homeostasis del oxigeno, que desencadena
adaptaciones metabdlicas a la hipoxia en el tejido tumoral (Klatte et al., 2007).

El gen HIF-1A, que codifica la proteina HIF-1a, se localiza en el locus 14q21-g24, y contiene 15
exones. Es un heterodimero compuesto por cadenas polipeptidicas alfas (reguladas por el O3) y
betas, dispuestas en doble hélice. A su vez, la cadena alfa puede presentar isoformas, (HIF-1aq,
HIF-2a y HIF-3a) generdndose asi la familia de factores de transcripcién HIF (Fraga et al., 2009).
En presencia de O, las enzimas prolil hidroxilasas (PHD) catalizan la hidroxilacién de HIF-1aq,
permitiendo la degradacion proteica mediada por el proteasoma. Por el contrario, en
condiciones de hipoxia, el O, no esta disponible y de esta forma las enzimas hidroxilasas estan
inactivas, lo que implica un aumento de HIF-1a. Este heterodimero transloca al nucleo, donde
se une a secuencias especificas del ADN, activando genes implicados en la adaptacién a la
hipoxia, supervivencia celular, angiogénesis y metastasis (Fraga et al., 2009). Por otra parte, la

bibliografia muestra que ciertos metales como hierro y cobalto son capaces de inhibir la accién
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de las hidroxilasas, por lo que aumentan la vida media de estos factores de transcripcion
impidiendo su degradacion en los proteasomas (Grau Patrick Wagner, 2011).

Asi, las isoformas de HIF (1a y 2a) son mediadores importantes en el proceso de adaptacion a la
hipoxia y a su vez controlan genes implicados en el crecimiento tumoral. Ambas isoformas
comparten roles similares, pero con algunas distinciones; HIF-1a esta directamente involucrado
en las adaptaciones metabdlicas a la hipoxia y se cree que juega un rol esencial en el
metabolismo glucidico al aumentar la expresién del transportador de glucosa y las enzimas
glucoliticas (Raval et al., 2005; Zhang et al., 2013). Por otro lado, HIF-2a se encuentra relacionado
con los procesos tumorales, promoviendo la progresién del ciclo celular, el mantenimiento de
la pluripotencialidad de las células madres y la expresién de mas de 100 proteinas, incluido el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y su receptor (VEGFR-2) (Loboda et al., 2012);
HIF-2a es quien controla el CRCC (Courtney et al., 2020). Por lo anteriormente mencionado, es
facil observar que la hipoxia tumoral se ha convertido en un factor clave en la progresion del
cancer y se asocia a un mal prondstico, sobre todo en tumores de rifidn y préstata (Fraga et al.,
2009).

Por otro lado, HIF-1a puede unirse a elementos de respuesta a la hipoxia del ADN, actuando de
manera cis sobre el promotor de eritropoyetina (EPO), por lo cual, el gen de EPO se encuentra
bajo control directo de la hipoxia a través de HIF-1a (Masson & Ratcliffe, 2014; Salazar &
Moreno, 2017; Semenza, 1998). EPO, un factor de crecimiento ampliamente conocido para la
eritropoyesis, también puede estimular la angiogénesis (Hardee et al., 2006; Michael et al.,
2007), favoreciendo la proliferacidon y supervivencia de las células tumorales (Lai & Grandis,
2006). Se ha informado que EPO se expresa en CRCC y que dicha expresion esta regulada
principalmente por la hipoxia a través de HIF (Papworth et al., 2009). Adicionalmente, se ha
demostrado que el CCR humano expresa el receptor de EPO (EPO-R) y que su activacion estimula
la proliferacién de células de carcinoma renal in vitro (Westenfelder & Baranowski, 2000). Sin
embargo, existen informes controvertidos sobre el grado de expresién de EPO y la coexpresion
de EPO-R en CRCC, y si esto pudiera conducir a la proliferacion celular mediante estimulacion
autocrina, un paso esencial en la carcinogénesis renal (Papworth et al., 2009). En consecuencia,
la compleja biologia de la sefializacién de EPO y EPO-R en CRCC requiere mayor investigacion
(Lai & Grandis, 2006).

Como se menciond antes, ademas de EPOQ, el VEGF se incluye entre los productos proteicos de
los genes sensibles a HIF, el cual se encuentra regulado positivamente en muchos tumores
malignos humanos. VEGF estimula la mitogénesis de células endoteliales y la migracion celular,

asi como también la vasodilatacion y permeabilidad vascular en CCR (lwata et al., 2008).
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Los CCR son bien conocidos por su intensa vascularidad y la alta expresién de factores
angiogénicos, implicando que existe una relacidn entre la angiogénesis tumoral y la respuesta
celular al stress hipdxico (Malhotra et al., 2008). Por su parte, se ha informado una correlacion
en CRCC entre la expresion de VEGF y la expresion de HIF-1a (Orevi et al., 2009) y HIF-2a
(Courtney et al., 2020).

Por otro lado, se sabe que el marcador Ki-67, es una proteina nuclear involucrada en la
transcripcién del ARN ribosémico, y actualmente utilizada como indicador celular de actividad
proliferativa. Codificada por el gen MKI67, la proteina Ki-67 se identificé por primera vez en el
afo 1983 como un antigeno en nucleos de células de linfoma de Hodgkin, demostrando una
sobreexpresion en el ciclo celular, pero con muy baja expresidon en células en fase GO (Gerdesi
et al., 1983). Esta caracteristica afianzo a Ki-67 como un marcador de proliferacién clinicamente
importante para clasificar diversos tipos de canceres, con valores prondsticos bien establecidos
en multiples estudios. El indice Ki-67 es ampliamente utilizado, y se ha observado que la
expresion de Ki-67 puede predecir el comportamiento biolégico y el prondstico de CCR. (Sun &
Kaufman, 2018).

Nuevos conocimientos en la biologia del CCR, establecieron que el CRCC se define por la lesion
del cromosoma 3p, resultando en la pérdida de heterocigocidad en cuatro genes supresores de
tumores: VHL, PBRM1, SETD2 y BAP1; siendo las mutaciones o metilaciones mas frecuentes en
el primero de ellos. En el contexto de la pérdida de 3p, estas mutaciones conducen a la
inactivacién bialélica de estos genes (Turajlic et al., 2018). La pérdida del cromosoma 3p
probablemente represente el primer evento genético que ocurre en el CRCC esporadico y el
segundo evento genético en CRCC hereditario con mutacién de VHL. Por su parte, VHL
constituye el médulo de reconocimiento de sustrato de la ligasa VCB-Cul2 E3 que degrada a HIF-
lay HIF-2a, mientras que PBRM1, BAP1 y SETD2 son moduladores epigenéticos que regulan la
transcripcién génica. Debido a la pérdida del 3p y a la inactivacién de VHL (eventos troncales en
CRCC), existe una mayor sefializacién de HIF-1, HIF-2 y una hipervascularizacién tumoral (Hsieh
et al., 2018).

En resumen, el gen supresor de tumores VHL, se encontrd ausente en mas del 75% de los casos
de CRCC. La pérdida de funcion de pVHL lleva a un incremento en la expresion de los HIFs (HIF-
la y HIF-2a) (Raval et al., 2005), induciendo la activacién de genes que contribuyen a diversos
procesos celulares, incluyendo supervivencia/muerte, glucdlisis, regulacidon de la expresion de
EPO y de la vasculogénesis/angiogénesis a través del VEGF (Tatli Dogan et al., 2018; Kaelin,
2007). Asimismo, se ha determinado que la coexpresion de EPO y EPO-R se hallan implicados en

la tumorigénesis del CCR (Lee et al., 2005). Se piensa que la expresion de EPO seria secundaria
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a la deficiencia del gen VHL (Baltaziak et al., 2013), mientras que la expresién de EPO-R ocurriria

como parte de la respuesta a la hipoxia (Cokic et al., 2014).
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Figura 1.2. Representacion grafica de los HIFs en condiciones de normoxia e hipoxia. En condiciones de
normoxia los HIFs son degradados a nivel de proteasoma, mientras que en condiciones hipdxicas los HIFs
son traslocados a nivel nuclear, donde estimulan la transcripcién de diversos genes.

No obstante, todas las investigaciones precedentemente descritas se han realizado

individualmente en diferentes modelos y no se han analizado en conjunto para determinar si

existe correlacidn alguna entre ellos desde una perspectiva global de estudio.

1.6. CRCCy el metabolismo lipidico

Hipotéticamente, la biologia hipdxica que estos tumores muestran y su intensa expresion
angiogénica, se hallan relacionadas con la caracteristica fenotipica mas llamativa del CRCC: el
aspecto claro de las células, el cual se ha relacionado con la acumulacién de lipidos y glucégeno
(Santos & Schulze, 2012). Asi, el mecanismo subyacente a su morfologia celular es un
componente importante de la carcinogénesis renal que aln no se ha definido a nivel molecular.
Sin embargo, se ha sugerido que estos tumores poseen una deficiente diferenciacion epitelial,
transdiferenciacion mesenquimal/adipogénica, y células madre mesenquimales pluripotentes
con capacidad de diferenciacién in vitro, sumado a una disminucién de factores de transcripcion
de desarrollo que median en la diferenciacion aberrante (Tun et al., 2010).

Los autores anteriormente mencionados, demostraron que estas células tumorales renales
presentan enormes gotas lipidicas en el citoplasma (Lipid droplet; LD), consecuencia de la

alteracion del metabolismo normal que sufren para ajustarse a los requerimientos energéticos
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de una divisidn celular descontrolada (incremento de glucdlisis y lipogénesis) y al estrés

oxidativo (Petan et al., 2018).
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Figura 1.3. Funcionalidad de los LD. Representacion grafica de las multiples funciones atribuidas a los LD
(lipid droplets), las cuales dependen de las necesidades y condiciones celulares. (Extraido y modificado de
Petan et al., 2018)

Los LD son organulos citoplasmaticos enriquecidos en lipidos, delimitados por una monocapa de
fosfolipidos, que recubre un nucleo hidrofébico compuesto por lipidos neutros, principalmente
triacilglicéridos (TAG) y ésteres de colesterol (CE), con un contenido diverso en proteinas, las
cuales pueden variar segun el tipo de células y las condiciones de éstas. Asimismo, estos LD
constituyen, probablemente, una adaptacién tumoral que funciona como reservorio de acidos
grasos (FA) en forma de TAG y CE, los cuales son utilizados para la sintesis de fosfolipidos,
accesorios de membranas celulares, sefalizacidn celular, mediadores inflamatorios, o materia
prima para la produccién de segundos mensajeros (Cruz et al., 2020).

En los ultimos afos se ha demostrado, que estos LD, no son depdsitos inertes de lipidos, sino
que funcionan como verdaderas organelas celulares, dado que no solo poseen TAG y CE, sino
también enzimas del metabolismo lipidico y del sistema inmunolégico, asi como proteinas
integrales moduladoras de las mismas. Estos hallazgos se encuentran demostrados en una gran
variedad de células y su biogénesis frente a diversos estimulos ha sido revisada por varios
autores (Guijas et al., 2016; Thurnher, 2016).

Hace décadas que se tiene evidencia de la gran importancia de los lipidos en cancer, al
descubrirse que las células tumorales reactivan la sintesis lipidica de novo por las razones antes

mencionadas (Santos & Schulze, 2012; Zhang & Du, 2012). Ciertas clases de lipidos como
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ceramidas, esfingolipidos, fosfoinositidos y eicosanoides constituyen importantes moléculas
sefializadoras y estan implicadas no sélo en cdncer sino en un amplisimo espectro de
enfermedades tales como inflamacidon crénica, autoinmunidad, alergia, aterosclerosis,
hipertension, enfermedades metabdlicas y degenerativas (Wymann & Schneiter, 2008). Por su
parte, los eicosanoides hacen referencia a una familia de acidos grasos poliinsaturados,
incluyendo lipoxinas, leucotrienos, tromboxanos y prostaglandinas; tanto su biosintesis, como
sus propiedades se encuentran bien caracterizados en los mamiferos, sabiendo que cumplen
funciones intracelulares mediante receptores (algunos asociados a produccion de AMPc) o
pudiendo ser extruidos al espacio extracelular mediante proteinas de transporte conocidas
como proteinas de resistencia a multiples farmacos (MRP/ABCC) (Mosaad et al., 2020).

La investigacién en este campo ha demostrado como, enzimas claves del metabolismo lipidico
pueden ser utiles como biomarcadores o estimadores de prognosis. Un ejemplo muy notorio,
constituye la expresion y actividad de la colina quinasa, enzima requerida para la sintesis de
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina (principales fosfolipidos de las membranas celulares), las
cuales se hallan incrementadas en cancer de colon, y asociadas con mal pronéstico (Janardhan
et al., 2006).

En el mismo sentido, el complejo enzimatico acido graso sintasa (FAS), un catalizador clave
implicado en la biosintesis de novo de 4acidos grasos, se encuentra habitualmente
sobreexpresado en muchos tumores sdélidos y se ha informado el aumento de su expresién como
un indicador de la agresividad del tumor y mal prondstico en CRCC (Hamada, Horiguchi, Asano,
et al., 2014; Hamada, Horiguchi, Kuroda, et al., 2014b, 2014a).

Otras enzimas de la via lipogénica, tal como acetil-CoA carboxilasa (ACC) que cataliza la
carboxilacién de acetil-CoA a malonil-CoA, también estdn sobreexpresadas y por ello pueden
servir como blanco terapéutico. De hecho, las drogas (como metformina) que activan las protein
quinasas AMP-dependientes inducen la inhibiciéon de la ACC por fosforilacion suprimiendo la
sintesis de los acidos grasos (lgal, 2010).

En relacion con este perfil metabdlico particular de las células de CRCC, se ha demostrado que
también exhiben un exceso de colesterol total y, mas concretamente, del colesterol esterificado.
Dado que la acumulacion de colesterol libre es toxica para las células, las células del CRCC estan
protegidas de este efecto lipotdxico, debido a un aumento en la actividad de la acetil-CoA

colesterol acetil transferasa (ACAT), que cataliza la formacion de ésteres de colesterol.

10
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Figura 1.4. Regulacion del metabolismo lipidico en vias de sefalizaciéon oncogénicas. (Extraido de Santo,
et al., 2012).

Un evento metabdlico omnipresente en el cancer es la activacion constitutiva de la biosintesis
de 4cidos grasos (FA). Los FA saturados (SFAs), los FA monoinsaturados (MUFAs) y los FA
poliinsaturados (PUFAs), se sintetizan para sostener la creciente demanda de fosfolipidos (PLs)
que se utilizan en la construccion de nuevas membranas, almacenamiento de energia y
sefializacion celular (Beloribi-Djefaflia et al., 2016; Igal, 2010; Roongta et al., 2011). La activacién
de enzimas como la ATP-citrato liasa (ACL), la ACCy la FAS, que conducen a una mayor sintesis
de SFAs se ha estudiado ampliamente (Svensson et al., 2016; Ueda et al., 2019; C. Wang et al.,
2015; Zhou et al., 2013). Estos ultimos se convierten en MUFAs por la accion de la enzima
estearoil-CoA desaturasa 1 (SCD-1) (Santos & Schulze, 2012). SCD-1 es una A9-acil-CoA
desaturasa que cataliza la introduccion de un doble enlace en la posicion cis-A9 de varios acil-
CoA grasos saturados, principalmente palmitoil-CoA (acido palmitico) y estearoil-CoA (acido
estearico), para sintetizar palmitoleoil-CoA (acido palmitoleico) y oleoil-CoA (acido oleico),
respectivamente (lgal Ariel, 2011).

Dos isoformas de la enzima SCD se encuentran en tejidos humanos: SCD-1 y SCD-5. SCD-1 es la
principal isoforma hallada en los diferentes tipos celulares, con mayor expresién en tejido
adiposo, cardiaco, hepatico, cerebro y pulmones; mientras que los niveles de expresién de SCD-

5, estdn limitados principalmente a cerebro y pancreas (Tracz-Gaszewska & Dobrzyn, 2019).

11
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Se ha informado que estos acidos grasos insaturados (palmitoleoil-CoA y oleoil-CoA) afectan
varias funciones bioldgicas cruciales de las células tumorales, como la proliferacién,
sefializacion, invasividad y apoptosis, y se ha demostrado que el 4cido oleico (18:1n-9), uno de
los acidos grasos libres (FFA) mas prevalentes en plasma humano, aumenta la proliferacion de
células en cancer de prdstata, mama y rifién humano (Liotti et al., 2018; Z. Liu et al., 2013). Por
lo anterior, se demostré que SCD-1 podria ser un objetivo terapéutico en oncologia ya que su
inhibicidon farmacoldgica indujo la apoptosis de las células tumorales (lgal Ariel, 2011; L. Chen et
al., 2016; Daniel Hess et al., 2010; Mukherjee et al., 2017; Scaglia et al., 2009; Suburu & Chen,
2012).

No obstante, de manera controvertida, se reportd que ciertos FFA, como el 18:1n-9, tienen
efectos anticancerigenos en muchos tumores, inhibiendo la proliferacidn celular y favoreciendo

la apoptosis (Carrillo et al., 2012; Jiang et al., 2017).

o Membrana Celular

C-S-CoA
Estructura de
SFA membrana

_.ﬂ PL WW Senalizacion
// \ TAG P Almacenamiento

.' o X

E»S-COA / :.. \ I\ / ': de energia
co L eg™® edlleet
\  c1o CE Gota lipidica

MUFA

Figura 1.5. Regulacién del equilibrio MUFA/SFA mediado por SCD1. (Extraido y modificado de Igal 2011).
La accidn catalitica de la enzima SCD-1 aumenta la proporcion de MUFAs, que posteriormente son
esterificados en PLs, TAG y CE.

A menudo las rutas metabdlicas o de sefializacién donde participan los lipidos se investigan
aisladamente, aunque existe una interconexién entre todas ellas, por lo que las conclusiones
gue se obtienen siempre se encuentran limitadas a un analisis parcial. La tendencia actual en
investigacion oncoldgica estd centrada en un estudio completo, con foco en un estadio tumoral,
que implique el entendimiento de varias vias metabdlicas a la vez. Con el fin de abordar esta
complejidad han surgido las ciencias “6micas” como la metabolémica cuya rama la “lipidémica”
comprende la investigacidn cualitativa y cuantitativa de los lipidos, incluyendo sus interacciones

en sistemas bioldgicos y su relacion con la expresidén de genes y proteinas. El desarrollo de la
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lipiddmica ha sido posible gracias a los grandes avances que se han producido en las técnicas
analiticas, especialmente en espectrometria de masas (Wenk, 2010). Dado el enorme reservorio
lipidico presente en células del CRCC, este cdncer posee caracteristicas Optimas para ser
estudiado en este abordaje dmico. Hasta el presente no existen numerosos estudios de

metabolismo lipidico centrados en este carcinoma (Dill et al., 2010; Perroud et al., 2006).

1.7. Implicancia del AMPc en cancer

Como se mostré precedentemente, si bien la tendencia actual de investigacién en carcinoma
renal apunta al entendimiento de los mecanismos de sefalizacién celular que implican
metabolitos lipidicos, no menos importantes son las lineas que procuran caracterizar el rol de
los segundos mensajeros clasicos como los nucledtidos enddgenos ciclicos y sus sistemas
asociados de recepcion y amplificaciéon de senal. Trabajos de secuenciacidn en diferentes tipos
de cancer (intestino grueso, piel, ovario, tracto digestivo superior, préstata, mama, tiroides,
sistema nervioso central, pulmdn, estdmago, sistema hematopoyético, tejido linfoide, pancreas,
higado, tracto urinario y rindn) muestran una frecuencia elevada de mutaciones en las proteinas
Gy en los receptores acoplados a ella (GPCRs) (Yu et al., 2018).

Dichos estudios han revelado que el 4,2% de las secuencias de todas las muestras tumorales
estudiadas presentan mutaciones activantes en la subunidad Gas, o bien mutaciones que
irrumpen la actividad GTPasa de la proteina G, conduciendo a variantes constitutivamente
activas de la sefalizacién. Adicionalmente, casi el 20% de los canceres humanos albergan
mutaciones en GPCRs, por lo que la expresidn aberrante, la sobreexpresidn o la reprogramacion
de la sefial de un GPCRs o de las proteinas G en las células tumorales, pueden contribuir al
desarrollo y progresion del cancer (Bar-Shavit et al., 2016). Clasicamente, se ha relacionado a las
proteinas G a una enzima (Adenilato ciclasa o Fosfolipasas A; o C) capaz de generar segundos
mensajeros (AMPc, acido araquiddnico, DAG o fosfoinositidos). De ellos, el AMPc ha sido uno de
los segundos mensajeros mas estudiados en células eucariontes, y en tumores se encuentra
involucrado en la desregulacion del crecimiento y la diferenciacion celular (Carozzo et al., 2015;
Cho-Chung et al., 1991; Shayo et al., 2004).

Las concentraciones intracitoplasmaticas de AMPc estdn finamente reguladas tanto
positivamente como negativamente por numerosas hormonas y neurotransmisores que acttdan
a través de los GPCRs. La activacion de estos receptores conduce a un incremento en la
concentracién de AMPc y su degradacion es responsabilidad de las fosfodiesterasas (PDE) que
transforman este segundo mensajero en 5° AMP (Pinto et al.,, 2016). Sin embargo, la
especificidad de la sefial disparada por los distintos ligandos es consecuencia no sélo de la

activacion del receptor especifico sino también de la fina regulacidn que existe en los distintos
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niveles de la cascada de transduccidn (existencia de microdominios de sefializacion, isoformas
de adenilato ciclasa o fosfodiesterasas y/o diferencias en los niveles de expresion de las
proteinas transductoras) que aseguran una dada duracién, amplitud y localizacidn de respuesta
mediada por AMPc (Tasken & Aandahl, 2004). Desde hace algunos afios, a la complejidad de los
mecanismos regulatorios de la seial del AMPc se ha sumado la existencia de mecanismos de
exclusién (extrusién) de este segundo mensajero al espacio extracelular. Dado que por su
polaridad de carga el AMPc es incapaz de ingresar hacia el interior de la célula, este proceso ha
sido postulado como un mecanismo adicional de regulacion de sus concentraciones
intracelulares y se ha reportado en diferentes tipos de células humanas (R. A. van Aubel et al.,

2002).

1.8. Regulacion del AMPc

Desde los hallazgos del AMPc (Rall & Sutherland, 1958) y durante un periodo de mas de 50 afios,
la investigacion de segundos mensajeros ha proporcionado un marco para comprender la
transduccion de sefales transmembrana, el acoplamiento ligando-receptor, las cascadas de
proteinas quinasas y la regulacidn a la baja de la capacidad de respuesta a los fdrmacos (Beavo,
2002).

La via de sefalizacién del AMPc comprende multiples componentes. En principio, los GPCR se
activan a nivel de la membrana plasmatica cuando ocurre la unién del ligando, librando de dicha
manera la proteina G activa. La proteina G se encuentra conformada por 3 subunidades: o, By
y. Existen cuatro clases de proteinas G considerando la subunidad a: Gas, Gai, Gaq y Gal2. En
estado inactivo la subunidad a se encuentra unida a GDP, pero al activarse, dicho nucleétido es
liberado y cede el sitio para la unién de GTP. Luego la subunidad Gas unida a GTP, activa una
Adenilato ciclasa unida a membrana, la cual hidroliza el ATP para generar AMPc. El AMPc puede
unirse y activar tres principales proteinas efectoras: los canales idnicos activados por
nucleétidos ciclicos (CNG), las proteinas de intercambio guanina-nucledtido activadas por AMPc
(EPAC) y la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA).

La PKA esta formada por dos subunidades reguladoras y dos cataliticas. EIl AMPc se une a las
subunidades reguladoras y activa de esta manera las subunidades cataliticas, las cuales se
encargan de fosforilar sustratos citoplasmaticos. Por otra parte, las subunidades cataliticas
activas y libres pueden translocar al ndcleo celular y regular la transcripcion de ciertos genes. La
sefial del AMPc finaliza por accién de las PDE que degradan el AMPc (Lefkimmiatis & Zaccolo,
2014).

Los nucledtidos ciclicos AMPc y GMPc son segundos mensajeros que desarrollan un rol clave en

la sefalizacidn celular y en el equilibrio extracelular. En rifidn, el AMPc se excreta a través de la
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membrana apical de los tubulos proximales hacia la orina, mediante la accién de una proteina
transportadora conocida como proteina de resistencia a multiples farmacos de tipo 4 (MRP4).
Se sabe que esta via de extrusion de AMPc es dependiente de ATP y es inhibida por ciertos
farmacos como por ejemplo el Probenecid (R. a M. H. van Aubel et al., 2002). El AMPc controla
un amplio espectro de efectos biolégicos que incluyen la proliferacién, diferenciacién, migracion
y apoptosis celular, entre otros. Por lo tanto, la regulacién del AMPc intracelular depende del
equilibrio entre su produccion por la Adenilato ciclasa (estimulada por diversas hormonas y
neurotransmisores), su degradacién por las PDE y su extrusion por MRP4 (Carozzo et al., 2015).
En los ultimos afios, se ha descrito que aumentos de los niveles de AMPc intracelular (i-AMPc)
producen sobreexpresion de MRP4 a través de la activacién de la via de sefializacién de
AMPc/Epac/Rapl, aumentando asi el transporte de AMPc al espacio extracelular, es decir, un

sistema de autorregulacidon (Broderdorf et al., 2014).

1.9. Transportadores ABCC/MRP asociados al cancer

La familia de transportadores de casetes de unién a ATP (ABC), es la familia mas grande de
proteinas transmembrana, la cual comprende 49 transportadores, los cuales se subdividen en
siete subfamilias de la A hasta la G, basados en la homologia de secuencias (Dean et al., 2001,
Fletcher et al., 2010; Porro et al., 2010). De estos, la subfamilia C, también llamados proteinas
de resistencia a multiples farmacos (MRP/ABCC), ha atraido cada vez mas atencidn, ya que se
localizan en la membrana plasmatica de diferentes tipos de células, y son capaces de transportar
una amplia variedad de sustratos enddégenos (conjugados del glutation, leucotrienos,
tromboxanos, eicosanoides, sulfatos, uratos, folato, bilirrubina conjugada, esteroides
conjugados y nucleétidos ciclicos entre otros) y exégenos (diuréticos, antibidticos, antivirales,
drogas quimioterapéuticas, diversos farmacos y xenobidticos) (Borst et al., 2000; Deeley et al.,
2006; Leslie et al., 2005; Sodani et al., 2012). Ademas, dichos transportadores se encuentran
involucrados en la absorcidn, distribucién y eliminacién de numerosas drogas, por lo que, la
existencia de una elevada expresion de MRP en células cancerosas podria contribuir a la
resistencia quimioterapéutica (Wen et al., 2015).

Existen 12 miembros de la subfamilia C de ABC (ABCC) que se encuentran en los seres humanos,
de los cuales, nueve son transportadores de drogas. De estos nueve, MRP1 (ABCC1), MRP2
(ABCC2), MRP3 (ABCC3), MRP4 (ABCC4) y MRP5 (ABCC5) son los mejores caracterizados por su
papel en el transporte de xenobidticos, permitiendo la exportacidon celular de numerosos
conjugados como, por ejemplo: GSH, glucurdnidos, sulfatos y productos quimicos no conjugados

(Li etal., 2017).
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Los MRPs son conocidos por su contribucién a la resistencia a drogas citotdxicas y el consecuente
fracaso de multiples tratamientos quimioterapicos (Sodani et al.,, 2012); esto se debe,
fundamentalmente, a su capacidad de aumentar el eflujo de éstas, llevando asi a la reduccién
de los niveles intracelulares de los farmacos. Sin embargo, evidencias mas recientes sugieren
que la implicancia de estas proteinas de membrana en la biologia tumoral excede el mero
transporte de farmacos e involucra también la movilizacidn de segundos mensajeros
responsables de los procesos de proliferacién y diferenciacién celular (Carozzo et al., 2015). En
este sentido, han sido descritos tres miembros de la familia MRP, con capacidad de excluir
nucledétidos ciclicos como el AMPc y GMPc del espacio intracelular: MRP4, MRP5 y MRP8
(Fletcher et al., 2010; Russel et al., 2008; Sampath et al., 2002; Wielinga et al., 2003).
Adicionalmente, existen numerosos reportes que proponen la existencia de receptores
extracelulares de AMPc, y sugieren su accion como agente autocrino/paracrino en diferentes
células y tejidos de organismos eucariontes superiores, abriendo asi la posibilidad a una mayor
complejidad, con relacidon a la cascada de transduccion de este segundo mensajero (Xie et al.,
2011). Este circuito mitogénico indicaria una correlacion entre el grado de malignidad e
indiferenciacién celular, el nivel de expresion y funcionalidad de los MRPs en cuanto a la

extrusion de AMPc y la existencia de receptores especificos para dicho nucleétido ciclico.
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Figura 1.6. Via de sefializacion del AMPc. El AMPc sintetizado por la Adenilato ciclasa cumple diversos
roles tanto intracelulares como extracelulares. Su regulacidn esta centrada en el estimulo de su sintesis,
su degradacién por PDE y su extrusion al espacio extracelular mediado por MRP4.
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1.10. Caracteristicas generales de MRP4

MRP4 también conocido como ABCC4, MOATB o MOAT-B, es una bomba de aniones lipofilicos,
que pertenece a la subfamilia C de transportadores ABC. Los transportadores ABC son en su
mayoria proteinas transmembrana que utilizan la energia generada por la hidrolisis del ATP
(dependientes de ATP) para mediar el movimiento de una variedad de sustancias a través de las
membranas celulares. Ubicado en el cromosoma 13g32.1, el gen ABCC4 identificado en 1997
(Kool et al., 1997), codifica el miembro mas corto de la familia ABCC/MRP (Russel et al., 2008) y
media la salida de una variedad de moléculas exdgenas y enddgenas desde el espacio
intracelular al extracelular (Huynh et al., 2012).

Se han identificado 4 isoformas de MRP4!, producto del splicing alternativo: La isoforma 1 que
representa el transcripto mas largo y la proteina mas extensa con 1325 aminodcidos. La isoforma
2, la cual carece de varios exones 3' pero contiene un exén terminal 3' alternativo, por lo tanto,
difiere en la regiéon de codificacion 3'y 3' UTR, en comparacion con la variante 1; la isoforma 2
codificada tiene un C-terminal distinto y mas corto, en comparacién con la isoforma 1. La
isoforma 3 carente de un exdn en marco alternativo en la regidon de codificacion central, en
comparacién con la variante 1, lo que da como resultado una isoforma mas corta que la isoforma
1. La isoforma 4 carece de un exdn en marco alternativo en la regidn codificante 5' y de varios
exones 3', pero contiene un exon terminal 3' alternativo, por lo tanto, difiere en la region
codificante 3'y 3' UTR, en comparacidén con la variante 1. La isoforma 4 codificada tiene un C-
terminal distinto y mas corto, en comparacién con la isoforma 1.

Una caracteristica que comparte MRP4 Unicamente con MRP2 y MRP8 es su localizacién dual
dependiente del tejido, ya que puede hallarse en membrana basolateral como en membrana
apical.

Otra caracteristica importante de este transportador es su bajo nivel de expresidn en los
diferentes tejidos (Kool et al., 1997). Por ejemplo, a nivel renal MRP4 se encuentra
fisiolégicamente expresada de manera débil, en la membrana apical de los tubulos proximales
(Russel et al., 2008; Y.-K. Zhang et al., 2015). No obstante, se sabe que cumple un rol primordial
en las vias de regulacion fisioldgicas transportando diversas sustancias (tabla 1.1.), entre ellas,
los nucledtidos ciclicos (AMPc y GMPc) y sus analogos. Asi, el nivel aumentado de AMPc podria
inducir sobreexpresion de MRP4 y dar como resultado un aumento del flujo de salida de dicho

nucledtido.

! Datos disponibles en el sitio web de NCBI. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10257#gene-expression
Gene ID: 10257, actualida el 3-Feb-2021.
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En cuanto a la biologia tumoral, el rol de MRP4 se presenta controversial. Por un lado, se lo
postula como protector al reducir los niveles intracelulares de productos del metabolismo
celular; por otra parte, se lo denota como responsable de la falla de tratamientos

guimioterapéuticos al expulsar drogas anticancerigenas (Y.-K. Zhang et al., 2015).

Tabla 1.1. Sustratos de extrusion de MRP4

Endogenos Farmacos
Nucleétidos ciclicos y ADP: Leucovorin
AMPc, GMPc, ADP
Antitumoral:
Uratos Inhibidores de la topoisomerasa I
Irinotecan, Topotecan.
6-Tioguanina, SN-38, ciclofosfamida,
Eicosanoides: PGE1, PGE,, PGF,,, TXB,, LTBs, Antiviral: Adefovir, Tenofovir, PMEA.
LTCs
Anti-metabolito: Metotrexato, 6-
Acido félico Mercaptopurina.
Acidos  biliares:  cdlico, desoxicdlico, Antibacterianos: Ceftizoxima, Cefazolin,
glicocdlico, taurocélico, desoxiglicocdlico, Cefotaxima, Cefmetazol.
guenodesoxicélico, urodexosicdlico.
Diuréticos: Hidroclorotiazida, Furosemida
Esteroides conjugados: DHEAS, E,17Bg. Antihipertensivos: Olmesartan
Neuroprotector: Glucurénido de Edavarona.

Extraida y modificada de: Russel et al. 2008; Huynh et al. 2012 y Liu Y-H, et al. 2010.

Adicionalmente, se ha encontrado a MRP4 sobreexpresado o implicado en diversos tumores
como: cancer de prostata (Montani et al., 2013), neuroblastomas (Henderson et al., 2011; Huynh
et al., 2012; Norris, 2005), cancer de pulmdn (Zhao et al., 2014), osteosarcoma (Lin et al., 2015),
cancer rectal (Z. Yu et al., 2014), glioblastoma (Rama et al., 2014), linfoma (X. Zhang et al., 2015),
cancer gastrico (G. Zhang et al., 2015), cancer de esdfago (Y. Sun et al., 2014), cancer de ovario
(Bagnoli et al., 2013), cancer de pancreas (Carozzo et al., 2015, 2019), cancer de vesicula biliar
(ltuarte et al., 2019) y en leucemias (Copsel et al., 2011, 2014). Paralelamente, la inhibicién de
MRP4 ha producido una reduccidn en la proliferacién de muchos tipos de células tumorales

(Carozzo et al., 2019; Copsel et al., 2014).
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Por los motivos anteriormente expuestos, en los Ultimos afios se ha despertado un gran interés
por el estudio de la expresidon y regulacion de la actividad de MRP4 en relacion con la biologia
de las células tumorales.

Hasta el presente, no existen evidencias bibliograficas sobre la expresion y rol de MRP4 en
CCRC; por consiguiente y en relacion con el desarrollo de la presente tesis, resulté interesante
e innovador indagar sobre los procesos de extrusion de AMPc mediados por MRP4 en la

proliferacion de células tumorales provenientes de CCRC.

1.11. OATPA4C1: éOtro transportador implicado?

Los miembros de la familia de transportadores anidnicos organicos polipeptidicos (OATP o SLCO)
median en la captacidon transmembrana de diferentes sustratos enddgenos y exdgenos, entre
ellos algunas hormonas y drogas, afectando asi la disposicién y el transporte tisular del farmaco.
Por lo general, estos transportadores se integran en las membranas celulares, movilizando
solutos hacia el interior o exterior de las células por transporte facilitado o por cotransporte
utilizando el gradiente de concentracién de otro soluto, a diferencia de los transportadores ABC.
A nivel renal, los transportadores son expresados en la membrana basolateral y apical de los
tubulos proximales y median la eliminacién renal de farmacos. Para que una molécula se secrete
activamente en la luz de los tubulos, se requieren al menos dos transportadores: uno en la
membrana basolateral de la célula del tibulo para aceptar moléculas provenientes del torrente
sanguineo y otro en la membrana apical para mediar la salida de la molécula al liquido tubular
(Morrissey et al., 2013).

En particular, se sabe que la subfamilia 1 de OATP media la captacidn celular de farmacos contra
el cancer. Asi mismo se demostré la expresidn de estos transportadores en diferentes tejidos,
algunos con expresidn ubicua y otros drganos especificos. Tal es el caso de OATP4C1, quien se
expresa débilmente y de manera especifica en la membrana basal del tejido renal (Buxhofer-
Ausch et al., 2013). No obstante, OATP4C1 también fue identificado y cuantificado en tumores
como el de mama (WIcek et al., 2008).

Visto que OATP4C1 y MRP4 realizan un transporte inverso, dadas sus ubicaciones en la
membrana celular (Figura 1.7), se plantea que, en el CRCC, tanto MRP4 como OATP4C1 juegan
un rol significativo en el transporte de farmacos antineoplasicos y por lo cual influyen en los
procesos de proliferacion y muerte de células tumorales; por esto ademas podrian ser

potenciales biomarcadores.
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Figura 1.7. Actividad y localizacion de las proteinas transportadoras MRP4 y OATP4C1 en las células
tubulares renales. Obsérvese el flujo inverso del transporte de dos proteinas de membrana a nivel de los
tubulos renales contorneados proximales.

Por lo mencionado previamente, SCD-1 y MRP4 representan opciones atractivas de
investigacion en la busqueda de nuevos blancos farmacolégicos de accion en CRCC. Asimismo,
el disponer del mapa lipiddmico de composicidon y el eicosanoma asociado a este tipo de
tumores brindard informacidn util facilmente relacionable a la funcionalidad de las proteinas en

estudio (van de Ven et al., 2009).

1.12. Dianas terapéuticas y biomarcadores

En la era actual de Big data, se ha generado y acumulado gran cantidad de informacién, producto
del desarrollo de la bioinformatica. Tal informacion ha permitido, entre otras cosas, obtener la
secuencia completa del genoma humano y de muchos otros organismos. En los ultimos afios se
han esclarecido mecanismos y se han identificado determinantes del comportamiento de las
células tumorales. Esto ha conducido a un cambio de paradigma en el proceso de
descubrimiento de agentes antitumorales, modificando asi las terapias para combatir el cancer.
Hace afios, los ensayos se iniciaban con observaciones empiricas de compuestos que inhibieran
el desarrollo celular, con un gran desconocimiento de los mecanismos de accion, el blanco y la
composicion de las drogas. En la actualidad se parte de analisis bioinformaticos, identificando,
caracterizando y validando nuevos blancos terapéuticos, por lo general mutados o
sobreexpresados en las células cancerosas, que juegan un papel clave en la biologia tumoral.
Ademas, no solo se estudia el metabolismo y la capacidad proliferativa de las células mutadas,
sino también cambios a nivel genético, epigenéticos, estado de diferenciacién celular, entre

otros (Benson et al., 2006).
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Los tratamientos terapéuticos sistémicos convencionales en CRCC avanzado, como los farmacos
citotéxicos y la radioterapia resultaron en gran medida ineficaces y no mejoraron la
supervivencia de los pacientes (Bielecka et al., 2014). Hasta hace unos afios, el tratamiento de
eleccién en primera instancia era la nefrectomia, total o parcial, siendo efectiva en un 90% de
los casos si el tumor era de estadio | y en el 50% si era de estadio Il. Para pacientes en estadio
mas avanzados (lll, IV o metastdsicos) el prondstico de vida se reducia a 1- 3 afios (Badalian et
al., 2007; Itoi et al., 2004). No obstante, en la actualidad, las opciones de terapia dirigida de
primera linea recomendadas son los inhibidores de tirosina quinasa de un solo agente (TKI) que
incluyen Pazopanib, Sunitinib, Axitinib y Cabozantinib, o Temsirolimus, los cuales son dirigidos
contra mTOR. Ademas, se introdujeron inhibidores del punto de control inmunitario, con
resultados alentadores (Motzer et al., 2019).

Por otro lado, después del diagndstico inicial de CCR es dificil predecir la posibilidad individual
de procesos metastdsicos. Como ya se menciond, se demostré que los marcadores de
angiogénesis a menudo aumentan en los tumores renales, principalmente en los CRCC. Los CCR
albergan anomalias en el gen supresor de tumores VHL, lo que resulta en una mayor expresion
de factores de crecimiento como VEGF, VEGFR-2, factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), factor de crecimiento similar a la insulina 2 (IGF-2) y EPO, a través de la induccién de
HIF-1a (Stubbs et al., 2017). También se han mencionado otros biomarcadores de CRCC, como
Ki-67, PCNA, p53, CD44 y CA9 (J. Cooper et al., 2012; Kroeze et al., 2010), PAX-2, PAX-8, vimentin,
anhidrasa carbénica IX (Mohamed, 2017) y canales de potasio activados por calcio (KCa3.1)
(Rabjerg et al., 2015).

Ademas, el diagndstico histoldgico de subtipos de CCR, puede ser un desafio significativo ya que
todos los subtipos pueden exhibir patrones similares, y el diagndstico es particularmente
desafiante cuando las biopsias son de tumores pequefios, los cuales son propensos a errores de
muestreo. En los casos en que la histologia estdndar por si sola no es suficiente, los
biomarcadores pueden servir como una herramienta para la diferenciacion entre los subtipos
de CCR.

A pesar de la abundancia de marcadores prometedores para CRCC, sus funciones exactas en la
toma de decisiones clinicas alin necesitan estudios de validacion. No obstante, mas del 50% de
los casos de CRCC, se detectan accidentalmente debido al uso generalizado de imagenes
abdominales. Por lo tanto, uno de los principales retos en el campo es la identificacion de
biomarcadores tempranos de CRCC, que aportaria informacién sobre los mecanismos
moleculares de la iniciacién de esta patologia, facilitando asi el desarrollo de estrategias de

intervencién temprana.
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De lo anterior resulta evidente, que la investigacion de biomarcadores o predictores
diagndsticos es prioritaria, y su validacién necesaria para este tipo de cancer.

Asi, en el presente trabajo se caracterizo el perfil lipidico del CRCC para estudiar, desde una
perspectiva atin no ensayada el contenido de PLs, DAG, TAG, CE, FFA y eicosanoides, con el
objeto de disponer de una visién “6mica” y asi poder evaluar nuevos posibles biomarcadores

o indicadores metabolomicos propios de este tipo de cancer.
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Capitulo 2 - Hipotesis

El microambiente hipdxico tumoral de CRCC promueve la sobreexpresiéon de SCD-1 y MRP4 los
cuales regulan los niveles de algunos acidos grasos insaturados y AMPc respectivamente, siendo

estos compuestos criticos durante el proceso de proliferacién de las células cancerigenas.
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Capitulo 3 - Objetivos

3.1. OBIJETIVO GENERAL

Estudiar la implicancia de SCD-1y MRP4 en CRCC, y su regulacidon por el microambiente hipdxico
tumoral, con el fin de intentar validar dichas proteinas como blancos terapéuticos y/o

biomarcadores en estos tumores.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar el perfil hipdxico mediante la evaluacién de la expresidon de proteinas
involucradas en dicho microambiente: HIF-1a; VEGF; VEGFR-2; EPO y EPO-R en muestras de
tejido neopldsico provenientes de nefrectomias de pacientes con CRCC y compararlas con sus
respectivas secciones controles (tejido renal adyacente).

2. Estudiar la composicidn lipidica de CRCC con aproximacién lipidémica y compararlas con
tejidos controles o sus respectivas lineas celulares en diferentes condiciones experimentales.

3. Determinar la expresion de la enzima SCD-1 en las muestras precedentemente descritas.

4. Analizar la expresién de MRP4 en muestras de tejido neoplasico de pacientes con CRCC.

5. Estudiar la funcionalidad de MRP4 en lineas celulares mediante el dosaje de AMPc
intracelular y extracelular.

6. Evaluar el rol de los productos de la catalisis de la enzima SCD-1 y del AMPc en la proliferacidn
celular en lineas de CRCC humano en diferentes condiciones experimentales.

7. Comparar los resultados del objetivo especifico anterior en condiciones de hipoxia

experimental in vitro.
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Capitulo 4 - Materiales y Metodologias

4.1. Pacientes, informacion clinico-patolégica y muestreo de CRCC

Se obtuvieron muestras quirdrgicas de 28 pacientes con CRCC en diferentes estadios tumorales.
Los pacientes fueron tratados mediante nefrectomia radical en la Unidad de Urologia del
Hospital J. R. Vidal (Corrientes, Argentina). Las muestras extraidas quirdrgicamente (CRCC y
tejidos controles distales) se transportaron en medio de cultivo estéril en condiciones
refrigeradas para su posterior procesamiento. Las muestras se separaron en distintas secciones;
algunas se fijaron para histopatologia y procedimientos de inmunohistoquimica, otras se
destinaron a cultivos primarios, y otras secciones fueron trituradas y homogeneizadas en H,0
DEPC (dietilpirocarbonato) para analisis de expresién de ARNm, en buffer de lisis para estudios
proteicos y en H,0 ultrapura Milli-Q para ensayos lipidémicos.

Cada tumor se sometid a una estadificacidon patologica: T1 = 13 (46,4%), T2 =11 (39,3%), T3=3
(10,7%) y T4 = 1 (3,6%). Mientras que la clasificacion respecto a los grados Fuhrman fueron: G1
=10 (35,7%), G2 =16 (57,2%) y G3 = 2 (7,1%).

En el presente estudio se seleccionaron 24 tumores cada uno de los cuales se sometié a una
reagrupacién de acuerdo con el sistema de clasificacion TNM vy la clasificacién nuclear de
Fuhrman, segun su estadio patoldgico y grado nuclear: T1, T2, G1 y G2. Se organizaron cuatro
grupos experimentales de los estadios iniciales de la siguiente manera: T1G1 (n =6), T2G1 (n =
4),T1G2 (n=7)yT2G2 (n = 7). El disefio y los métodos de esta investigacion fueron aprobados
por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional del Nordeste y
por el Departamento de Investigaciones Médicas del Hospital J. R. Vidal de Corrientes,

Argentina.

4.2. Inmunodeteccion de proteinas (Western Blot)

4.2.1. Obtencién de homogeneizados celulares y de tejido

En el caso de tejidos, las muestras fueron trituradas y homogeneizadas en buffer de lisis a 4°C.
Para muestras de cultivos celulares, las células adherentes se lavaron 2 veces con PBS antes de
ser raspadas en 200 uL de buffer de lisis frio (10 mM HEPES pH 7.4, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl,,
0.5 mM ditiotreitol, 0.1% IGEPAL, suplementado con céctel inhibidor de proteasas).
Posteriormente se dejaron en hielo durante 20 minutos y se centrifugaron a 12000 rcf durante
10 minutos a 4°C, para luego recoger los sobrenadantes. Se cuantificaron las concentraciones
proteicas mediante el método de Bradford (Bradford, 1976; Stoscheck, 1990), utilizando como
patron de concentraciones conocidas albumina de suero bovino (BSA). Se tomd el volumen

correspondiente a 50 pug de proteina total al que se afiadio el buffer de muestra (Buffer Laemmli:
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Tris-HCI pH 6.8, glicerol, SDS, azul de bromofenol, 2-mercaptoetanol). Las muestras se hirvieron

a 100°C durante 4 minutos antes de cargar en los geles de acrilamida.

4.2.2. Cuantificacidn de proteinas — Técnica de Bradford

Las proteinas de los homogeneizados fueron cuantificadas mediante la técnica de Bradford
(Bradford, 1976). Se basa en un método colorimétrico, en el cual se mide a 595 nm la
absorbancia del azul de Coomassie G-250 cuando interacciona de forma no covalente en medio
acido con las proteinas.

Para cuantificar se realizé una curva de calibrado con BSA, a partir de la cual por extrapolacién

lineal se determind la cantidad de proteinas en las muestras.

4.2.3. SDS-PAGE

La electroforesis se realizd segun el método descrito por Laemmli (Laemmli U. K., 1970). Se
usaron geles de acrilamida/bis-acrilamida al 8 o el 12% segun la proteina en estudio y se
corrieron en buffer de electroforesis (Tris-HCl 25 mM, glicina 200 mM, SDS 0.1%, H,O destilada)
durante los primeros 30 minutos a 50 V y luego durante 3 horas a 100 V, controlando la
electroforesis mediante un frente de corrida. Se utilizaron dos geles (Running y stacking, oup y

lower) para que la electroforesis fuera homogénea.

4.2.4. Transferencia e inmunodeteccién

Una vez que las muestras corrieron completamente en el gel, las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (BIO-RAD), utilizando buffer de transferencia (Tris 25 mM, glicina
192 mM, metanol 20%, H,O destilada; pH final 8.3). Este proceso se realizd mediante la
aplicacion de una intensidad de corriente constante de 300 mA durante 2 horasy a 4°C.

La transferencia se comprobd mediante tincién de las proteinas con Rojo Ponceau (Sigma), y
luego dicho colorante fue retirado de la membrana tras varios lavados.

Para disminuir la adsorcién inespecifica del anticuerpo primario, la membrana de nitrocelulosa
se bloqued con solucién de leche descremada al 5% en PBS-Tween durante 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente la membrana se lavo 2 veces con PBS.

Las membranas fueron incubadas con las diluciones dptimas de los anticuerpos primarios por
12 horas a 4°C. Seguidamente, los anticuerpos primarios fueron retirados y las membranas se
lavaron 3 veces con PBS-Tween. Tras ello, las membranas se incubaron con los anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa de rdbano picante (HRP) en solucién de TBS por 1 hora

a temperatura ambiente. El exceso de anticuerpo no ligado se eliminé tras una serie de lavados
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con TBS-Tween. El revelado se llevé a cabo mediante un sistema de quimioluminiscencia (ECL
Western Blotting Substrate - Promega) en placas de rayos X en algunos casos y en otros
utilizando el sistema 4-cloro-1-naftol 0,03% en metanol y H,0,, deteniendo la reaccién en H,0.
Se utilizé en todos los casos la deteccién de la B-actina como control de carga. Se realizé
densitometria en imagenes escaneadas utilizando el software Imagel, y los valores se
normalizaron para los controles correspondientes de cada experimento. Los resultados se
expresaron como la relacién entre densidades épticas de la proteina y la B-actina. Todos los

experimentos se realizaron al menos 3 veces.

4.2.5. Anticuerpos y diluciones utilizadas

® Anti-B-actina monoclonal de ratén. Sigma Aldrich. Dilucién 1:500.

® Anti-HIF-1a monoclonal de ratén. Novus Biological, Littleton, CO. Dilucién 1:500.

® Anti-EPO policlonal de conejo: H-162, sc-7956. Santa Cruz Biotechnology. Dilucién 1:500.

® Anti-EPO-R policlonal de conejo: H-194, sc-5624. Santa Cruz Biotechnology. Dilucién 1:500.

® Anti-SCD-1 policlonal de cabra: E-14, sc-30435. Santa Cruz Biotechnology. Dilucién 1:500.

® Anti-MRP4 monoclonal de ratén: F-6, sc-376262. Santa Cruz Biotechnology Dilucién 1:500.

e Anticuerpo Secundario: m-lgGk BP-HRP: sc-516102. Santa Cruz Biotechnology. Dilucién
1:5000.

Los controles negativos se obtuvieron excluyendo el anticuerpo primario de la reaccidn.

4.3. Inmunohistoquimica (IHQ)

Se utilizé el protocolo estandar de fijacidn e inclusion de muestras en parafina. Se deshidrataron
los tejidos en alcoholes de graduacion creciente y luego un se realizé el aclaramiento con alcohol
butilico. A partir de alli se confeccionaron los tacos de inclusién y se procedieron a los cortes
histolégicos con micrétomo. Luego las secciones incluidas en parafina se desparafinaron y
rehidrataron en alcoholes graduados decrecientes utilizando protocolos de rutina.

Posteriormente los preparados fueron lavados dos veces con PBS por 10 minutos cada vez.
Utilizando Triton X-100 al 1% en PBS por 5 minutos, se llevd a cabo la permeabilizacién de las

membranas celulares y luego se lavé 2 veces con PBS Tween por 10 minutos.
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Tabla 4.1. Protocolo de fijacion e inclusion de muestras en parafina

Reactivo Tiempo

Alcohol 70% 1 hora
Alcohol 80% 1 hora
Alcohol 96% 1 hora
Alcohol 100% 1 hora
Alcohol Butilico 1 hora
Alcohol butilico + parafina 1:1 12 horas
Parafina | 8 horas
Parafina Il 8 horas
Xilol 10 minutos
Alcohol 100% 5 minutos
Alcohol 96% 5 minutos
Alcohol 70% 5 minutos
H,O destilada 10 minutos

El bloqueo de peroxidasas enddgenas se realizé con H,0, 100 vol. al 3% en PBS durante 15-20
minutos. Luego se realizaron 2 lavados de 10 minutos cada uno con PBS. El bloqueo para evitar
uniones inespecificas se llevé a cabo con albimina al 1% en PBS-Tween por un lapso de 15
minutos y luego se repitieron los dos lavados con PBS, de 10 minutos cada uno. Se incubaron en
camara humeda, 12 horas a 4°C, las muestras con los anticuerpos primarios en diluciones
ajustadas. Posteriormente se llevd a cabo 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS. Para el
revelado se utilizd el kit DAKO; el anticuerpo secundario biotinilado se incubd por 2 horas a
temperatura ambiente. Luego se hicieron 2 lavados de 10 minutos cada uno con PBS. Se incubé
la Estreptavidina conjugada con HRP por 20-30 minutos a temperatura ambiente. Se lavd con
PBS 2 veces por 10 minutos. Se revel6 con DAB (Diaminobencidina) aproximadamente 5 minutos
y luego se lavd por 5 minutos con H,0 destilada. Se utilizé hematoxilina al 50% como tincidn de
contraste durante 1 minuto. Luego se procedi6 a la deshidratacién mediante el uso de alcoholes
crecientes por 1 minuto cada uno: Etanol 70%, etanol 96%, etanol 100%. Se aclaré empleando
xilol por 5 minutos y finalmente se montd con Balsamo de Canada. Los preparados se
visualizaron mediante microscopia dptica. Las imagenes se registraron con una cdmara micro-
digital Olympus Coolpix instalada en un microscopio CX-35 (Olympus, Japan).

Anticuerpos y diluciones utilizadas:

® Anti-EPO policlonal de conejo: H-162, sc-7956. Santa Cruz Biotechnology. Dilucién 1:100.
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e Anti-EPO-R policlonal de conejo: H-194, sc-5624. Santa Cruz Biotechnology. Dilucién 1:100.
e Anti-VEGF monoclonal de ratén: C-1, sc-7269. Santa Cruz Biotechnology. Dilucién 1:100.

® Anti-VEGFR-2 monoclonal de conejo: # 2479. Cell Signaling Technology. Dilucién 1:100.

® Anti-Ki-67 policlonal de conejo: H-300, sc-15402. Santa Cruz Biotechnology. Dilucién 1:100.
® Anti-SCD-1 policlonal de cabra: E-14, sc-30435. Santa Cruz Biotechnology. Dilucién 1:100.

® Anti-MRP4 monoclonal de ratén: F-6, sc-376262. Santa Cruz Biotechnology. Dilucién 1:100.
® Anticuerpo Secundario: m-IgGk BP-HRP: sc-516102. Santa Cruz Biotechnology. Dilucion 1:50.

Los controles negativos se obtuvieron excluyendo el anticuerpo primario de la reaccidn.

4.4. Cultivos celulares

4.4.1. Cultivos de lineas celulares

En este trabajo se utilizaron 3 lineas celulares:

e CAKI-1 (ATCC® HTB-46™): Linea celular de CRCC humana, con morfologia epitelial y
propiedades adherentes. Derivada de una metdstasis de cdncer de piel. Fueron
proporcionadas generosamente por el Dr. Alfredo Martinez Ramirez (Centro de
Investigaciones Biomédicas de La Rioja, Logrofio, Espafia).

e CAKI-2 (ATCC® HTB-47™): Linea celular de CRCC humana, de morfologia epitelial con
desarrollo en cultivo adherentes. Obtenidas a partir de la generosa donacién del Dr. Ricardo
Sanchez Prieto (Universidad de Castilla-La Mancha, Albacete, Espaiia).

e HCT-116 (ATCC® CCL-247™): Linea de células tumorales de colon con morfologia epitelial y
propiedad adherentes. Utilizada como control positivo de expresion de MRP4.

El cultivo de estas células se llevd a cabo en incubadoras a 37°C, en atmdsfera saturada de

humedad y con un 5% de CO,, siguiendo las pautas establecidas por la American Type Culture

Collection (ATCC).

Para el desarrollo de las mencionadas lineas celulares se utilizé medio modificado McCoy’s 5a

suplementado con 10% de SFB y 50 ug/mL de Gentamicina.

Para ensayos que implicaron la administracidon de una droga al medio de cultivo, el SFB se afadio

en concentraciones de 1% para evitar interferencias por efectos de la albumina (medios de

cultivos restringidos).

En todos los casos se trabajé en condiciones de esterilidad y con controles de contaminacién

microbioldgica.

Los subcultivos se llevaron a cabo en confluencias celulares cercanas al 90%. El recuento y

viabilidad celular, se determind en camara de Neubauer con tincién azul de tripan al 0,4% o
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utilizando el kit XTT® (TACS® XTT Cell proliferation Assay) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

Numero ATCC: HTB-46 Numero ATCC: HTB-47 Numero ATCC: CCL-247

Denominacion: CAKI-1 Denominacién: CAKI-2 Denominacién: HCT-116

Figura 4.1. Lineas celulares utilizadas para ensayos in vitro. Fotografias obtenidas de la American Type
Culture Collection (ATCC).

4.4.2. Cultivos primarios de CRCC

Se utilizaron muestras de pacientes con CRCC. Se aplicd el método descrito por Valente y
colaboradores (Valente et al., 2011), ajustando variables técnicas a las condiciones
experimentales para optimizar el rendimiento de los cultivos. Se procedié a la remocion de
restos necroticos, codgulos y tejido fibroso en placas de Petri estériles. Los fragmentos de tejidos
se seccionaron con bisturi hasta lograr recortes de 1 mm?y se lavaron varias veces con solucién
fisioldgica fria suplementada con antibidticos (penicilina 50 U/mL y estreptomicina 50 pg/mL) y
antimicdticos (anfotericina B 2,5 ug/mL). Luego, los pequefios fragmentos se digirieron con
colagenasa (1 mg/mL - Sigma®) en buffer de digestién HBSS (pH = 7,6). Se realizé una incubacion
de 20 minutos a 37°C con agitacién suave permanente. Se efectuaron dos lavados con posterior
centrifugacién a 400 rcf por 5 minutos a 4°C para luego resuspender las células en medio de
cultivo.

Previo al cultivo se determind la viabilidad y la celularidad con azul de tripan (0,4%) a través de
microscopia dptica en cdmara de Neubauer. Las células aisladas se sembraron en placas de
cultivo recubiertas previamente con gelatina 0,2% P/V en PBS 1x. La incubacion se realizé en
estufa gaseada con 5% CO; a 37°Cy con atmésfera saturada de humedad. Se trabajé con medio
modificado McCoy’s 5a suplementado con 10% SFB, glutamina 5 ug/mL, transferrina 5 ug/mL, y
los antibidticos y antimicdtico mencionados en las mismas concentraciones. El medio de cultivo
se renovod a las 24 horas. Se dejd que el cultivo alcance 80-90% de confluencia antes de realizar

los subcultivos.
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4.5. Tincion Red oil

La tincion Red oil es utilizada para la deteccidn de lipidos neutros, proporcionando una intensa
coloracién roja-anaranjada ante la presencia de dichas macromoléculas.

El reactivo Red oil (Sigma Aldrich) se obtuvo disolviendo 0,5 gramos en 100 mL de isopropanol.
A partir de esta solucidn stock, se prepard la solucién de trabajo diluyendo 30 mL de la solucién
stock en 20 mL de H,0 destilada. Finalmente se filtré la misma.

En primera instancia, las células de cultivos primarios de CRCC fueron fijadas con formol-
bufferado al 10% (pH 7,2-7,4) por 45 minutos o paraformaldehido 4% por 1 hora. Luego de
eliminar la solucién de fijacion, las células fueron tratadas con isopropanol al 60% por 30
segundos. Después se afiadio la solucidon Red oil por 10 minutos. Transcurrido dicho tiempo, se
elimind el reactivo y se procedid a lavar repetidas veces con H,0O destilada. Las imagenes se
registraron con una cdmara micro-digital Olympus Coolpix instalada en un microscopio CX-35

(Olympus, Japan).

4.6. Inmunocitoquimica (ICQ)

El primer dia, las correspondientes células (CAKI-1, CAKI-2 y HCT-116) se cultivaron en medio
modificado McCoy’s 5a suplementado con 10% SFB sobre cubreobjetos de vidrio dentro de
placas de cultivos, en densidad celular 6ptima. Al cumplirse 24 horas y con células en confluencia
adecuada, las mismas se lavaron varias veces con PBS 1x previa eliminacion del medio de cultivo.
A continuacion, se fijaron las células afiadiendo paraformaldehido 4% o metanol por 10 minutos.
Se retiré el fijador y se lavd repetidas veces con PBS 1x. Se permeabilizaron las membranas
celulares utilizando Triton X-100 (1% en PBS) durante 10 minutos y en agitacidn constante. Los
preparados fueron lavados con PBS 1x. Luego los bordes de los cubreobjetos fueron denotados
con marcador hidrofdbico, y las células se incubaron en cdmara himeda durante 12 horas a 4°C
con el anticuerpo primario correspondiente en cada caso. Finalizada la incubacidn se procedié a
lavar con PBS 1x e incubar 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario. El
revelado se llevd a cabo de la misma manera que la IHQ.
El montaje se realizé con glicerina al 50% y la observacién por microscopia dptica con aumentos
50x, 100x, 200x y 400x. Las imagenes se registraron con una camara micro-digital Olympus
Coolpix instalada en un microscopio CX-35 (Olympus, Japan).
Anticuerpos y diluciones utilizadas:
® Anti-MRP4 monoclonal de ratén: F-6, sc-376262. Santa Cruz Biotechnology. Dilucién 1:100.
e Anti-Caspasa 3 monoclonal de ratdn: (3C119) sc-70497. Santa Cruz Biotechnology. Dilucién
1:100.
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e Anti-HIF-2a policlonal de conejo. LS-C387091. LifeSpan BioSciences. Dilucién 1:100.

® Anticuerpo Secundario: m-IgGk BP-HRP: sc-516102. Santa Cruz Biotechnology. Dilucion 1:50.

4.7. Extraccion - purificacion de ARN y RT-qPCR

4.7.1. Extraccion de ARN

Para la extraccion del ARN total se trabajé con homogeneizados de tejidos y con células en
cultivo, en este ultimo caso, se eliminé el medio de cultivo y se lavaron las monocapas celulares
2 veces con PBS 1x. Se afiadid TRIzol® a cada placa de cultivo (el volumen de TRIzol es
dependiente del recuento celular). Las células se rasparon y se pasaron a un tubo tipo eppendorf
para la extraccion del ARN segun las instrucciones del fabricante (Chomczynski & Sacchi, 1987;
Hummon et al., 2007). Luego de 5 minutos de incubacidn a temperatura ambiente, se afiadieron
200 pL de cloroformo y tras agitar en vortex durante 15 segundos se incubaron de 2 a 3 minutos
a temperatura ambiente. Se centrifugd a 14000 rcf y 4°C durante 15 minutos, se extrajo la fase
acuosa (fase superior), a la que se afiadieron 500 pL de isopropanol para precipitar el ARN. La
mezcla se agitd en vortex 15 segundos y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Se procedid a centrifugar 5 minutos a 10400 rcf y 4°C. Se elimind el sobrenadante, y el pellet de
ARN se lavé con 1 mL de etanol en H,0 DEPC al 70% (V/V) centrifugando 5 minutos a 4100 rcf y
4°C. Se descarté el sobrenadante y el pellet de ARN se dejé secar por 8 minutos a 37°C para
eliminar interferencias del etanol. Finalmente, el ARN extraido se resuspendié en 40 uL de H,0
DEPCy se determind su pureza y concentracidon midiendo la absorbancia en espectrofotdémetro

(Jenway 7305 — UV/Visible) a una longitud de onda de 260 y 280 nm.

4.7.2. Purificacion del ARN

Previo al paso de retrotranscripcidn, se procedié a purificar el ARN, eliminando posibles restos
de ADN gendmico arrastrado en el proceso extraccion. Para lo cual se utilizé el kit Turbo DNA-
free™ (Invitrogen). En el dicho protocolo algunos volimenes variaron de acuerdo con el origen
de la muestra: Células de cultivo o tejido, en el dltimo caso la purificacidon debid ser mas intensa.
En tubo eppendorf se adiciond el volumen correspondiente a 2,5 pug de ARN, 5 uL del buffer de
la enzima DNAsa, 1 a 2 plL de la enzima DNAsa y se completé con H,O DEPC hasta 50 pL. La
mezcla se incubd de 30 a 45 minutos a 37°C, y luego se adiciond 5 pL de un inactivador de la
enzima. Se incubé 5 minutos a temperatura ambiente homogeneizando en vortex
ocasionalmente. Se centrifugd a 10400 rcf por 2 minutos y se extrajo el sobrenadante con el

ARN purificado.
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4.7.3. Retrotranscripcion

Para la sintesis de las copias de ADN (ADNCc), se partié del volumen correspondiente a 2 ug de
ARN purificado al que se anadié 2 pL de random primers, 2 ulL de cebadores oligo dT y H,O DEPC
hasta completar un volumen total de 14.6 ulL. Esta mezcla se calenté a 78°C durante 3 minutos.
Las muestras se colocaron en hielo 10 minutos y se les anadié 2 plL de buffer de reaccién, 0.4 uL
de la mezcla de desoxinucleétidos trifosfato (dNTPs) 25 mM, 2 uL de inhibidor de RNAsa (20
U/mL) y 1 pL de la retrotranscriptasa de virus de leucemia murina de Maloney (M-MLV, 100
U/mL), alcanzando asi el volumen final de la reaccidn a 20 ul exactos. La reaccion se realizo a
37°C durante 1 hora y posteriormente se inactivo la enzima a 92°C durante otros 10 minutos.
Finalmente se afadieron 380 uL de H,0 ultrapura Milli-Q, logrando asi una concentracion de 5

ng/uL.

4.7.4. PCR convencional

Se partié de 20 ng obtenidos de la retrotranscripcion, al que se afiadieron 2.5 uL de mezcla de
dNTPs 2 mM, 5 uL de Green Buffer Taqg 5x, 0,12 pL de la enzima Taq DNA polimerasa, 0,5 uL del
cebador forward y 0,5 pL del cebador reverse (ambos 10 uM), completando con H,O ultrapura
Milli-Q hasta un volumen final de 25 pL.

El programa de temperaturas usado para la amplificacion del ADNc fue el siguiente:

Tabla 4.2. Programa de PCR convencional

Etapa Temperatura Tiempo (segundos) Ciclos ‘
~ Desnaturalizacion ~ 95°C 240 1
inicial
Desnaturalizacion 95°C 30
Anillado 50 - 68°C 45 40
Elongacién 72°C 30
Elongacidn final 72°C 450 1

4.7.5. Electroforesis en gel de agarosa

Una vez obtenidos los amplicones de los genes de interés y sus correspondientes housekeeping
(genes de referencia), se realizé la separacidn de estos por electroforesis en gel de agarosa (2%
P/V en TBE). Junto con las muestras se adiciond un control negativo de amplificaciéon y un
marcador de peso molecular de ADN. Se corrié el gel en buffer de electroforesis TBE 1x a 100

voltios durante 60 minutos. Utilizando un transiluminador de emisidn UV y el reactivo de unién
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al ADN denominado GelRed® (Biotium) se observaron las bandas de amplificacion de ADN de los

genes de interés y se compararon con el marcador de peso molecular y los housekeeping.

4.7.6. PCR cuantitativa (qPCR)

Esta técnica permitié cuantificar el cambio en los niveles de expresion de un gen, en términos
de transcripcion de su correspondiente ARNm, de los tejidos analizados y células en cultivo que
fueron tratadas con algunas drogas (estimuladas/inhibidas) respecto a un control sin
tratamiento; en ambos casos se normalizaron las expresiones respecto a un gen de referencia.
Para la reaccion de amplificacién se usé el kit comercial Solis BioDyne - 5x HOT FIREPol®
EvaGreen® gPCR Mix Plus (ROX), el cual contiene la enzima polimerasa, buffer de reaccion,
MgCl,, dNTPs, el intercalante de emision fluorescente EvaGreen y ROX (normalizador de la sefial

de fluorescencia). La mezcla (master mix) se llevé a cabo de la siguiente manera:

Tabla 4.3. Mezcla de componente para la qPCR

Mix 2L
Primer F 500 nM 0,5uL
Primer R 500 nM 0,5 pL
H,0 ultrapura Milli-Q 6 uL

Se afiadid dicha master mix en cada pocillo (well) de reaccién y luego se agregd 1ul (20 ng) de
ADNCc en cada well. Las reacciones se llevaron a cabo en un equipo Applied Biosystems 7500

siguiendo las condiciones detalladas a continuacion:

Tabla 4.4. Protocolo de amplificacion qPCR

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Activacion inicial 95°C 12 minutos
Desnaturalizacion 95°C 15s
Annealing 60°C 20s 40
Elongacién 72°C 20s
Melting 95°C—-60°C—95°C

La cuantificacién se llevo a cabo determinando el ciclo umbral (Ct) que se define como el ciclo

de la reaccién en el cudl la amplificacion comienza a ser exponencial y aplicando el algoritmo
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27%8CT (Livak & Schmittgen, 2001), comparando el ciclo umbral del gen en estudio con el del gen
de referencia, para todas las condiciones experimentales.

Todos los cebadores (tabla 4.5) utilizados fueron testeados para determinar su especificidad
utilizando el programa Primer-BLAST disponible en el sitio web del Centro Nacional de

Informacién Biotecnoldgica (NCBI).

Tabla 4.5. Lista de cebadores/primers utilizados

Genes humanos Cebadores/primers

S-ACTINA Forward CATGTACGTTGCTATCCAGGC
pb =250 Reverse CTCCTTAATGTCACGCACGAT
GAPDH Forward ATGGGGAAGGTGAAGGTCG
pb =108 Reverse GGGGTCATTGATGGCAACAATA
SCD-1 Forward TTCCTACCTGCAAGTTCTACACC
pb =116 Reverse CCGAGCTTTGTAAGAGCGGT
MRP4 (ABCC4) Forward TGCAAGGGTTCTGGGATAAAGA
pb =141 Reverse CTTTGGCACTTTCCTCAATTAACG

OATP4C1 (SLCO4C1)

Forward GTCAATCTTAGGCCCTGCTATTG

pb =119 Reverse CTCCCAACCATCGCGGAT
HIF-1A Forward GAGGTTGAGGGACGGAGATTT
pb =201 Reverse TGGCTGCATCTCGAGACTTT

HIF-2A (EPAS 1)

Forward AACTTGTGCACCAAGGGTCA

pb =356 Reverse GAGATGATGGCGTCTCCTGG

4.8. Andlisis bioinformatico (in silico)

Para determinar el valor prondstico de la expresion de MRP4 y OATP4Cl en pacientes
diagnosticados con CRCC, primero se evalud los niveles de expresion del ARNm utilizando
resultados almacenados en la base de datos Array Express. A través de un script, la identificacion
de la plataforma de secuenciacion utilizada en cada estudio se recuperd del sitio NCBI, luego se
descargd la tabla de datos de la plataforma con la identificacion de la sonda para MRP4 y
OATPA4C1. El archivo de matriz de expresion para cada estudio se descargd a través del sitio FTP
del NCBI. Luego, se extrajeron los niveles de expresion de los transcriptos de MRP4 y OATP4C1
para cada muestra junto con sus respectivas descripciones. Esto se utilizd para evaluar la
existencia de expresion diferencial entre los tipos de muestras (CRCC frente a secciones renales

no tumorales adyacentes) (Barrett et al., 2013; Jones et al., 2005).
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4.9. Ensayos de viabilidad y proliferacién celular

Los ensayos de viabilidad y proliferacion celular se midieron mediante tincidn con azul de tripan
al 0,4% y recuento en cdmara de Neubauer en microscopio dptico, o utilizando el kit XTT®
midiendo las absorbancias a 450 nm (con longitud onda de referencia de 630 nm) en lector de
ELISA de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Dichos ensayos fueron utilizados tras el tratamiento de cultivos celulares con una determinada

droga o luego de subcultivos.

Tabla 4.6. Drogas y tratamientos farmacoldgicos utilizados

Droga utilizada Concentraciones ‘
CoCl, 100,200,300 y400pM
CAY 10566 3 uM
Acido oleico (18:1n-9) 50 M
MK-571 25 uM
Probenecid 0,5 mM
FSK 25 uM
IBMX 1mM
AMP. 5,10, 50 y 100 uM
Estaurosporina (STP) 1uM

4.10. Lipidémica

4.10.1.Extraccion lipidica por Bligh & Dyer

Se utilizé el protocolo descrito por Bligh & Dyer (Bligh and Dyer, 1959) tanto para los
homogeneizados de tejido renal como para células en cultivos.

Las muestras se normalizaron respecto a una determinada concentracidn proteica mediante el
método Bradford por espectrofotometria (Jenway 7305 — UV/Visible). Luego las mismas se
resuspendieron en 200 pL de H,0 ultrapura Milli-Q y se afiadieron los estandares internos
especificos. Posteriormente, se agregd 750 puL de una soluciéon cloroformo/metanol 1:2 (V/V) y
tras agitar vigorosamente durante un minuto, se incorporaron 250 puL de cloroformo y 250 pL
de H,O ultrapura Milli-Q. Las muestras se agitaron nuevamente por un minuto y luego se
centrifugaron a 650 rcf durante 5 minutos a 16°C. Los lipidos permanecieron en la fase organica

inferior; dicha fase se transfirid con cuidado a otro tubo. Finalmente se hizo una segunda
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extraccién anadiendo 400 upL de cloroformo, repitiendo el proceso y reuniendo las fases
organicas de ambas extracciones. Las muestras se evaporaron por centrifugacién al vacio y

fueron conservadas a -76°C para su posterior procesamiento.

4.10.2.Separacion de especies lipidicas por TLC

La separacién por cromatografia en capa fina (TLC) se llevo a cabo usando placas de silice como
fase estacionaria. Dichas placas fueron previamente activadas por calor en estufa a 70°C durante
4 horas, para eliminar posibles restos de H,0. Las cubas cromatograficas de vidrio se cargaron
con la fase movil (hexano/éter etilico/acido acético en relacidon 70:30:1) dos horas antes de
iniciar la cromatografia para asegurar una atmédsfera saturada de vapor de la correspondiente
fase (Fuchs et al., 2011). Los extractos secos obtenidos del Bligh & Dyer, se resuspendieron en
20 pL de cloroformo/metanol 2:1 (V/V) en bafio de hielo y luego se sembraron en las placas
junto con los patrones de cada especie de lipidos a separar.

Los patrones se sembraron de manera puntual cada uno por separados (2,5 pL/carril) y todos
juntos en una mezcla. Se utilizé como patrén de DAG: Dioleil Glicerol, FFA: 18:1n-9, TAG: 1,2-
dioleil, 3-palmitoil Glicerol y CE: ésteres de colesterol 10:0 y 22:0 (en este caso, el I, se adiciona
al doble enlace del colesterol). No se usaron patrones de PLs ya que los mismos permanecen en
la linea de siembra.

Se colocaron las placas de silice en el interior de la cuba, teniendo especial cuidado que las
siembras no se sumerjan en la fase movil. Se dejoé correr por 50 minutos controlando el frente
de corrida a simple vista. Finalizada la corrida, se cortaron las calles correspondientes a los
patrones y se colocaron 2 minutos en una camara con I, sélido, para que los vapores de éste se
adicionen a los dobles enlaces, revelando asi los lipidos insaturados como manchas amarillas.
Luego los revelados se superpusieron a las calles de las muestras y se marcaron las posiciones

para raspar la silice con los lipidos separados.

4.10.3.Extraccion de lipidos de la silice

Las regiones correspondientes a cada clase de lipido de interés se rasparon de las placas con
bisturi y se recogieron en tubos Eppendorf de 1.5 mL. La extraccién de los lipidos adsorbidos se
realizd mediante la adicién de 1 mL de cloroformo/metanol 1:1 (V/V), la agitacidn durante 2
minutos y la decantacién de la silice mediante centrifugacién a 650 rcf a 4°C durante 5 minutos.
Se recogié la fase liquida superior, y se hizo una segunda extraccién de la silice con 1 mL de
cloroformo/metanol 2:1 (V/V), reuniendo con la fase orgéanica anterior. Se evapord el solvente

por centrifugacién al vacio para su posterior procesamiento.
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4.10.4.Derivatizacion de lipidos — Transmetilacién total

La transmetilacidn total es una reaccidn quimica utilizada para metilar el grupo carboxilo de los
acidos grasos, que pueden estar o no esterificados antes de la reaccién. Como resultados se
obtienen los ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs) separados del esqueleto de glicerol en
PLs, DAG, TAG y CE para el caso del colesterol libre.

Esta reaccion estd pensada para disponer las muestras de dcidos grasos para su posterior analisis
por cromatografia gaseosa/espectrometria de masa (GC/MS). La finalidad del proceso de
metilacion no busca solamente facilitar la extraccién de los acidos grasos (también se puede
hacer hidrolizando el enlace éster sin mads), sino que ademas dichos acidos grasos reducen su
polaridad al ocupar el extremo carboxilo libre, por lo cual lo vuelven mas volatiles, caracteristica
requerida para lograr ser transportado por el He; en la columna de la GC. También, los acidos
grasos metilados son compuestos con mayor estabilidad y menos degradables.

La idea de la reaccién es afiadir metanol, el cual cede los grupos metilo a un acido o una base.

4.10.5.Transmetilacién de PLs, DAG y TAG

Los extractos lipidicos extraidos de la silice, correspondientes a PLs, DAG y TAG, se
resuspendieron en 60 uL de cloroformo/metanol 2:1, y se trasvasaron por separados a tubos de
vidrio.

La reaccion se llevd a cabo anadiendo 500 puL de KOH 0,5 M en metanol y los tubos se incubaron
a 37°C durante 30 minutos con agitacion. Luego se neutralizé la reaccién afiadiendo 500 uL de
HCl 0.5 M en H,0.

Se extrajeron los FAMEs con 1 mL de hexano tras mezclar en vortex y centrifugar en frio (4°C)
por 5 minutos a 650 rcf. Los FAMEs permanecieron en la fase superior del tubo. El proceso
mencionado se repitid, y los sobrenadantes se reunieron en un mismo tubo eppendorf de 2 mL

para luego evaporar el solvente. Se almacend a -76°C hasta su inyeccién en el GC/MS.

4.10.6.Transmetilacion de FFA

A diferencia de las especies lipidicas anteriores, los FFA se transmetilaron mediante catalisis en
medio acido. Para ello los extractos de FFA obtenidos de la silice se resuspendieron en 50 uL de
tolueno y se trasvasaron a un tubo de vidrio. Se afiadié 450 pL de HCI 0.5% en metanol anhidro
y se dejoé reaccionar a 45°C durante 20 minutos. Se frend la reaccién neutralizando con 450 pL
de KOH al 0,5% en solucién acuosa y se agregd 500 pL de H,0 ultrapura Milli-Q. Se extrajeron

los FAMEs con 1 mL de n-hexano tras mezclar y centrifugar en frio a 650 rcf como se describio
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anteriormente. El proceso anterior se repitid, y los sobrenadantes se reunieron en un mismo
tubo eppendorf de 2 mL para luego evaporar el solvente. Se almacend -76°C hasta su inyeccién

en el GC/MS.

4.10.7.Transmetilacion de CE

Los extractos secos de CE obtenidos de la silice, se resuspendieron en 400 uL de propionato de
metilo, el cual actua como disolvente al ser miscible con el metanol, y se trasvasé a un tubo de
vidrio. Se afiadié 600 pL de KOH 0,84 M en metanol, y se dejé reaccionar 1 hora a 37°C. Luego
se neutralizé la reaccién con 100 plL de acido acético y se adiciond 1 mL de H,0 ultrapura Milli-
Q mas 1 mL de hexano, que tras mezclar y centrifugar en frio 5 minutos a 650 rcf se extrajeron
los FAMEs. El proceso anterior se repitid, y los sobrenadantes se reunieron en un mismo tubo
eppendorf de 2 mL para luego evaporar el solvente. Se almacend a -76°C hasta su inyeccion en

el GC/MS.

4.10.8.Analisis de FAMEs por GC/MS

El analisis de los FAMEs se llevé a cabo por GC/MS usando un equipo Agilent con inyeccion
automatica y un analizador de masas tipo cuadrupolo, operando en modo de ionizacién por
impacto electronico con una energia de 70 eV. Para la separacion de FAMEs se utilizé una
columna modelo Agilent DB23 (60 m longitud x 250 um didmetro interno, 0.15 um de espesor
de pelicula) cuya fase estacionaria fue 50%-cianopropil-metilpolisiloxano. El protocolo para la
separacion utilizado se adapté al de Abu et al. (Abu & Oluwatowoju, 2009), con algunas variantes
para una mejor separacién de los FAMEs.

La temperatura del puerto de inyeccion se mantuvo a 250°C para que la muestra fuese
rapidamente volatilizada. La temperatura de la linea de transferencia entre el final de la columna
y la fuente de ionizacion del espectrometro de masas se mantuvo a 250°C. La temperatura del
cuadrupolo se ajustdé a 150°Cy la de la fuente de ionizacién a 230°C.

Se utilizd He como gas carrier, el cual se mantuvo a una presidén constante de 26.1 psi. Se inyectd
en todos los casos 1 pL de muestra disuelta en n-hexano.

La adquisicidn de datos en el espectrdmetro de masas se llevd a cabo a partir del minuto 5 desde
la inyeccién de la muestra, para evitar monitorear la seial generada por el disolvente. La
identificacion de compuestos se realizd en modo TIC (corriente total de iones) haciendo un
barrido de masas desde m/z = 0 a m/z = 450. En este modo de trabajo, la sefial obtenida a cada
tiempo de retencién fue la suma total de las sefiales de todos los iones del rango de m/z

seleccionado que alcanzaron el detector en ese momento. La identificacion de cada compuesto
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se llevd a cabo mediante su tiempo de retencidon, comparando con el de los FAMEs comerciales,
asi como con los fragmentos caracteristicos producidos en la ionizacién por impacto electrénico,
ampliamente descritos en bibliografias (Christie, 1998; Eder, 1995; McLafferty, 1959; Pulfer &
Murphy, 2003).

La cuantificacion de FAMEs se realizd en modo SIM (monitorizacidon de iones seleccionados),
usando para cada tipo de analitos de interés sus iones fragmentos caracteristicos. Se llevé a cabo
la integracién del area bajo la curva de su pico cromatografico. Para lograr un analisis
cuantitativo exacto se utilizaron calibradores comerciales con FAMEs estandares. El rendimiento
del proceso de extraccion de lipidos, separacion y derivatizacidn se calculd en base a la cantidad
de estdndares internos obtenidos al final.

La calibracién del espectrémetro de masas se realizé con un estandar de perfluorotributilamina

siguiendo las instrucciones del equipo.

4.10.9. Andlisis de eicosanoides por LC/MS

El andlisis de eicosanoides por LC/MS se llevd a cabo exactamente como lo describe (Rubio et
al., 2015), utilizando un cromatégrafo liquido de alto rendimiento Agilent 1260 Infinity equipado
con una bomba cuaternaria Agilent G1311C y un muestreador automatico Agilent G1329B,
acoplado a un espectrometro de masas triple cuadrupolo API2000 (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, EE.UU.).

Se utilizé una columna SUPELCOSIL LC-18. La fase mdvil consistid en un gradiente de solvente A
(H20/acetonitrilo/acido acético, 70:30:0,02) y disolvente B (acetonitrilo/isopropanol, 50:50). El
gradiente se inicid en 100% de disolvente A, luego a los 3 minutos se redujo al 75%, a los 11
minutos al 55%, a los 13 minutos al 40%, a los 18 minutos al 25% y 10% a los 18,5 minutos.

El caudal a través de la columna se fijé en 0,6 mL/minutos y este flujo ingresé en la interfaz del
electrospray del espectrometro de masas.

Los parametros utilizados fueron: voltaje de pulverizacién de iones 24500 V; cortina de gas 25
psi; gas nebulizador 40 psi.

El modo de analizador se configurd para monitoreo programado de reacciones multiples con
ionizacion negativa. La ventana de tiempo de retencidn se establecid en 2 minutos.

La cuantificacion se realizé integrando los picos cromatograficos de cada especie vy

comparandolos con una curva de calibracién realizada con patrones analiticos.
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4.11. Ensayo de extrusion de AMPc —RIA

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 24 pocillos a una densidad de 1x10*
células/pocillo y, antes de cada experimento, el medio de cultivo se reemplazd por medio sin
rojo fenol (Sigma-Aldrich) y sin SFB. Las células se expusieron durante 5 minutos a PBS
(controles) o FSK 25 uM e IBMX 1 mM, con la finalidad de estimular la sintesis de AMPc e inhibir
su degradacién respectivamente. Después del tratamiento, en los tiempos indicados, las
monocapas celulares y los sobrenadantes se extrajeron con etanol al 95% V/V con el fin de
obtener el AMPc intracelular (i-AMPc) y extracelular (e-AMPc) respectivamente. A continuacion,
los extractos alcohdlicos se evaporaron y los residuos se resuspendieron en buffer de proteina
de radio-union (RBP) (Tris-HCI 50 mM, EDTA 4 mM, pH 7,4, BSA 0,1%). El contenido de AMPc se
determind mediante un ensayo de RBP competitivo para PKA utilizando B"'AMPc, como lo
describe la bibliografia (Carozzo et al., 2015; Copsel et al., 2011). Asi, la PKA titulada se incubd
en condiciones de equilibrio (2 horas, 4°C) con las diferentes muestras y estandares de AMPc
(0,1 a 90 pmol) en presencia de BFAMPc 2 nM (20,7 Ci/mmol, NET1161250UC; PerkinElmer) en
buffer RBP. La fraccién unida se separd mediante precipitacién con carbono-dextrano, seguida
de centrifugacién (290 rcf, 15 minutos a 4°C) y se afiadié cdctel de centelleo Optiphase HiSafe3
(PerkinElmer) a cada sobrenadante para el recuento en un contador Pharmacia Wallac 1410. Las
concentraciones de AMPc de las muestras se determinaron interpolando a partir de las curvas
de desplazamiento obtenidas de los estandares de AMPc usando Prism 7 (software GraphPad

7). Se analizaron muestras duplicadas de al menos tres experimentos independientes.

4.12. Microscopia confocal — Bodipy

A continuacién, se describe el uso de un colorante fluorescente para lipidos neutros, conocido
como BODIPY 493/503. Se utiliz6 el protocolo descrito en la bibliografia (Qiu & Simon, 2016).
Las células se sembraron en cubreobjetos (a una confluencia del 50%) previamente tratados con
coldgeno 2 mg/mL en PBS 1x en condiciones de esterilidad. Luego de los correspondientes
tratamientos por tiempo determinado, las células se lavaron con PBS 1x varias veces para luego
fijarlas por 20 minutos con paraformaldehido 4% en PBS (en este caso conteniendo sacarosa al
3%).

Posteriormente, se eliminé el paraformaldehido lavando las células tres veces con PBS 1x, y se
realizd la tincion con BODIPY (2 uM) (Thermo Fisher Scientific, Molecular ProbesTM) por 15
minutos a 37°C y luego con DAPI (1 pg/mL) (Thermo Fisher Scientific, Molecular Probes™. Se
montaron los cubreobjetos sobre portaobjetos con 25 L de una solucién de alcohol polivinilico

hasta su andlisis por microscopia.
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Como control positivo del ensayo se utilizaron cultivos expuestos a 18:1n-9 (30 uM). Por el
contrario, las células no tratadas se utilizaron como controles negativos. Se utilizd un
microscopio confocal BioRad laser scanning system Radiance 2100. Las imagenes se analizaron

con el software ImagelJ (NIH; Version 1.52).

4.13. Ensayo de viabilidad y ciclo celular por citometria de flujo

Las células CAKI-2 fueron sembradas en placas de cultivo de 6 pocillos en medio de cultivo
completo. Luego de 24 horas, se elimind el medio de cultivo y se adicioné nuevo medio con los
respectivos tratamientos celulares, ademds se trabajé con un control negativo. Cumplido los
tiempos establecidos de los respectivos tratamientos, se retiraron los medios de cultivo, se
lavaron las células con PBS 1x, y se colectaron las mismas utilizando tripsina-EDTA (GIBCO), la
cual fue neutralizada posteriormente con SFB. Mediante una alicuota, las células se contaron en
camara de Neubauer con azul de tripan para determinar la viabilidad celular. A otra alicuota de
200 pL se le afadid 2 uL de ioduro de propidio (Pl) y se procedié a la adquisicion de datos de
viabilidad mediante la deteccién de fluorescencia.

Mientras que con el volumen restante se procedid a la fijacidn y tincidn para el andlisis de ciclo

celular.

4.13.1.Fijacién y tincion

La suspension celular se centrifugd a 800 rcf por 3 minutos. Se descartaron los sobrenadantes y
el pellet celular se resuspendié gota a gota con etanol frio al 70% para fijar las células. Se dejo
incubando 1 hora a 4°C, luego se centrifugd a 800 rcf por 5 minutos y se eliminé el sobrenadante
de etanol. El pellet celular fijado se resuspendié en 300 puL de PBS/EDTA 2 nM. Se ajusto la
concentracién celular a 1x10° células/mL, se adicioné 15 pL de RNAsa 1 mg/mL (Sigma,
Darmstadt, Alemania) y se incubd 15 minutos a 37°C. Finalizada la incubacidn, se agregé 15 plL
de ioduro de propidio 1 mg/mL (Sigma, Darmstadt, Alemania) y se volvid a incubar 15 minutos,

pero en oscuridad.

4.13.2.Ciclo celular

Las células fueron localizadas en el grafico Forward scatter (FSC) versus Side scatter (SSC). Se
excluyeron los dobletes y se aplicé el gate de los singuletes a un histograma del canal del ioduro
de propidio. El contenido de ADN de las células se analizé con FAC SCalibur (BD Biosciences, San
José, CA, EE. UU.), y los datos se analizaron con el software Flowlo (BD Biosciences, San José,

CA, EE. UU.).
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4.13.3.Deteccidn de apoptosis por citometria de flujo

El efecto de la inhibicion de SCD-1 y MRP4 sobre la apoptosis celular, se evalué mediante
citometria de flujo. Basado en datos preliminares, el tiempo de exposicion al inhibidor CAY
10566 (ABCAMP®) se fijé en 18 horas, y la apoptosis en los cultivos celulares se analizé mediante
marcacién con anexina V-isotiocianato de fluoresceina (FITC) (kit de deteccién BD Bioscience,
San José, CA, EE. UU.), el cual reconoce la exposicién de la fosfatidilserina de la membrana
plasmatica. Luego de lavar las células, la fluorescencia se cuantificé mediante citometria de flujo
en FL1 (Gallios; Beckman Coulter, Barcelona, Espafia). Las células se incubaron con ioduro de
propidio (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) 50 pg/mL en PBS y oscuridad durante 5 minutos. La
fluorescencia se cuantific6 mediante citometria de flujo en FL3. Los datos se analizaron con el

software FlowJo version 8.7.

4.14. Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el software GraphPad Prism 7. Se utilizd la
prueba t de Student para datos no apareados o un analisis de la varianza (ANOVA) seguido de la
prueba de ajuste de Bonferroni o Tukey. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas cuando p < 0,05.

En los experimentos de lipiddmica los datos medidos por MS, presentados en forma de masa
molar, se relativizaron respecto a la cantidad de proteina de la muestra que se proceso.

En el caso de las qPCR y los Western Blot, los valores obtenidos corresponden a una

cuantificacion relativa respecto a un gen de referencia.
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5.1. El microambiente hipdxico en CRCC y su relacidn con la proliferaciéon

tumoral: expresion de HIF-1a, EPO, EPO-R, VEGF, VEGFR-2 y Ki-67

El CRCC es una entidad oncoldgica compleja y de dificil tratamiento, cuya manifestacion clinica
deriva de los progresivos atributos que le permiten resistir a sefales inhibitorias de crecimiento
exdgenas, evadir la apoptosis, perder la capacidad del control del ciclo celular, desarrollarse a
pesar de un microambiente pobre en oxigeno (hipoxia), adquirir inmunotolerancia, generar
factores angiogénicos, invadir la membrana basal y expandirse a otros tejidos (metastasis).
Para la consecucidn de los objetivos propuestos, en esta seccidn se describen las caracteristicas
de las muestras de CRCC estudiadas y los resultados obtenidos de la expresién de los
determinantes moleculares microambientales implicados en la hipoxia renal (HIF-1a, VEGF,
VEGFR-2, EPO y EPO-R) en funcidn de la proliferacion tumoral (Ki-67).

Primeramente, se recolectaron los casos segun lo descrito en la seccién Materiales y Métodos.

Se resumen las caracteristicas de los pacientes y los datos clinico-patoldgicos en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Datos histopatolégicos de los pacientes diagnosticados con CRCC.

Género (masculino/femenino) 19/9
Tamaiio del tumor (cm) 7,47 (4,3-10,0)
Edad 57,5 (27-84)
Grado Histoldgico 1 10 (35,7%)
Grado Histoldgico 2 16 (57,2%)
Grado Histoldégico 3 2 (7,1%)
TNMI 13 (46,4%)
TNMII 11 (39,3%)
TNM Il 3 (10,7%)
TNM IV 1 (3,6%)

Posteriormente, y considerando las mayores frecuencias halladas en estadios tempranos y bajos
grados nucleares de CRCC, se procedid a reagrupar las muestras en cuatro grupos
experimentales como se describid previamente (T1G1, T1G2, T2G1y T2G2).

Con el fin de evaluar el microambiente hipdxico tumoral renal, se procedié a determinar la

expresion de HIF-la mediante Western Blot en homogeneizados de muestras de CRCC, las

49



Capitulo 5 — Resultados — Seccién 1

cuales fueron comparadas con muestras controles obtenidas de tejido renal distal de los mismos
pacientes.

Se observé sobreexpresion de HIF-1a en la mayoria de las muestras tumorales en comparacion
con sus respectivos controles (Figura 5.1 A). Las muestras de CRCC mostraron un aumento
significativo de la expresién de HIF-1a de aproximadamente 50% (Figura 5.1 B). Al analizar el
porcentaje de aumento en la expresion de HIF-1a en los diferentes subgrupos experimentales
segun estadio patoldgico y grado nuclear contra muestras controles, los resultados revelaron en
todos ellos una sobreexpresion significativa de este factor transcripcional inducible por baja
oxigenacion tisular (Figura 5.1 C).

Dado que HIF-1a influye directamente en la expresion de ciertos productos relacionados con la
angiogénesis, como EPO, EPO-R, VEGF y VEGFR-2 (Lemus-Varela et al., 2010), se determinaron
a continuacion las expresiones de EPO/EPO-R por Western Blot y VEGF/VEGFR-2 por IHQ.

Los inmunoblottings revelaron que las proteinas EPO (Figuras 5.2 A, 5.2 B) y EPO-R (Figuras 5.3
A, 5.3 B) exhibieron un aumento significativo en las muestras de CRCC en comparacion con las
bandas obtenidas de los controles de tejidos distales. Por otra parte, muestras de CRCC del
grupo T1G1, mostraron mayor expresion de EPO (aproximadamente 200% de aumento en
comparacién con los controles de tejidos distales, Figura 5.2 C), mientras que la expresion de
EPO-R en los diferentes estadios de CRCC analizados no mostraron cambios significativos entre

si (Figura 5.3 C).
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Figura 5.1. Expresion relativa de HIF-1a en CRCC. (A) Western Blot de HIF-1a. Se ilustran diez muestras
representativas de tejido renal adyacente control (N) y de CRCC (T). Los datos se normalizaron respecto a
la expresién de B-actina utilizada como control de carga y sembrando en todos los casos 50 pg de
proteinas. (B) Cuantificacidn relativa promedio de la relacion HIF-10/B-actina en muestras de CRCC y sus
respectivos controles distales (n = 24). (C) Porcentaje de incremento de la expresion de HIF-1a relacionado
con el estadio patoldgico y el grado nuclear de las muestras tumorales comparadas con los tejidos
adyacentes controles. Las muestras y los ensayos de Western blot se analizaron por triplicado. Los valores
son expresados como la media = SEM. * p < 0,05, ** p< 0,01y *** p <0,001.
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Figura 5.2. Expresion de EPO en CRCC. (A) Western Blot de EPO en CRCC. EPO (39 kDa) se sobreexpreso
en la mayoria de los homogeneizados de CRCC (T) en comparacion con las muestras renales distales
controles (N) del mismo paciente. Diez pacientes fueron seleccionados para la ilustracion. (B)
Cuantificacién relativa promedio de la relacién EPO/B-actina en muestras de CRCC y sus respectivos
controles distales (n = 24). (C) Porcentaje de incremento de la expresidn de EPO relacionada con la etapa
patoldgica y el grado nuclear de las muestras de tumores en comparacion con las secciones de tejidos
distales controles. Los datos se normalizaron respecto a la expresion de la B-actina utilizada como control
de cargay sembrando en todos los casos 50 ug de proteinas. Las muestras y los ensayos se analizaron por
triplicado. Los valores son expresados como la media £+ SEM. ** p < 0,01y *** p < 0,001 indica diferencias
significativas.
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Figura 5.3. Expresion de EPO-R en CRCC. (A) Western Blot de EPO-R en CRCC. EPO-R (75 kDa) se
sobreexpresd en la mayoria de los homogeneizados de CRCC (T) en comparacion con muestras renales
distales controles (N) provenientes de los mismos pacientes. Diez pacientes fueron seleccionados para la
ilustracién. (B) Cuantificacidn relativa promedio de la relacién EPO-R/B-actina en muestras de CRCC y sus
respectivos controles distales (n = 24). (C) Porcentaje de incremento de la expresion de EPO-R relacionada
con la etapa patoldgica y el grado nuclear de las muestras de tumores en comparacidn con las secciones
de tejidos distales controles. Los datos fueron normalizados respecto a la expresion de la B-actina utilizada
como control de carga y sembrando en todos los casos 50 pg de proteinas. Las muestras y los ensayos se
analizaron por triplicado. Los valores son expresados como la media = SEM. ** p < 0,01 y *** p < 0,001
indica diferencias significativas.

Considerando la sobreexpresidon y coexpresién de EPO y EPO-R en la mayoria de las muestras de
CRCC, se procedié a determinar sus localizaciones mediante IHQ. EPO-R se detecté en el 87.5%

de los casos de CRCC revelando patrones de reaccidn en regiones citosdlicas y de membrana

53



Capitulo 5 — Resultados — Seccién 1

celular, mientras que la inmunomarcacion de EPO se distribuyé de manera mas uniforme que

EPO-R en dichas muestras (Figuras 5.4 Ay B).
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Figura 5.4. Inmunohistoquimica de EPO y EPO-R en CRCC. (A) Las inmunoreacciones de EPO y EPO-R en
secciones distales controles denotan expresion constitutiva de estas proteinas en el citoplasma de las
células tubulares renales (I). Inmunoreactividad débil de EPO y EPO-R con patrén membranoso en
secciones de CRCC (ll). Fuerte expresién inmunohistoquimica de EPO y EPO-R con patrones
citoplasmaticos y membranosos respectivamente en secciones de CRCC (lll). Aumento original 400x. (B-
C) Evaluacién semicuantitativa de la Inmunoreactividad de EPO y EPO-R en CRCC: (0) no, (+) débil y (++)
fuerte expresion inmunohistoquimica de EPO y EPO-R (n = 24). Las muestras y los ensayos se analizaron

por triplicado.
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Teniendo en cuenta la influencia del par EPO/EPO-R en los procesos angiogénicos (Szenajch et
al., 2010), posteriormente se analizaron las proteinas VEGF y su receptor VEGFR-2 en la mismas
muestras trabajadas anteriormente.

La mayoria de las muestras de CRCC fueron positivas para la expresion de VEGF (83,3%; n = 24)
mostrando un patrén citosdlico difuso y perimembranoso mediante inmunomarcacioén. Sin
embargo, la expresidon de VEGFR-2 exhibid principalmente un patrén de inmunomarcacion de

tipo membranoso en la mayoria de las muestras de CRCC (Figura 5.5 A). VEGFR-2 mostré

expresion en el 75% de las muestras (n = 24) de CRCC analizadas (Figura 5.5 B).
|
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Figura 5.5. Inmunohistoquimica de VEGF y VEGFR-2 en CRCC. (A) Inmunoreacciones de VEGF y VEGFR-2
en etapas tempranas del CRCC: no (1), débil (1) y fuerte (Ill) inmunoreactividad. VEGF denota un patrén
de expresidon perimembranoso y citoplasmatico difuso. La inmunodeteccion de VEGFR-2 fue
principalmente membranosa con algunos casos de patrén citoplasmatico. Aumento original 400x. (B-C)
Evaluacién semicuantitativa de la IHQ de VEGF y VEGFR-2. (0) no, (+) débil y (++) fuerte expresion en
muestras de CRCC (n = 24). Las muestras y los ensayos se analizaron por triplicado.
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A partir de estos resultados y teniendo en conocimiento que una de las caracteristicas de las
células cancerigenas es la capacidad de proliferaciéon descontrolada, el enfoque se direcciond
hacia un marcador de multiplicaciéon celular.

La proteina Ki-67 es ampliamente utilizada en IHQ y se encuentra presente en todas las fases
activas del ciclo celular, excepto en células quiescentes; por lo tanto, su marcacién indica
proliferacién celular activa. Por tal motivo, a continuacidn, se procedid a determinar su
expresion en las muestras estudiadas.

La inmunomarcacién fue detectable en los nucleos de las células de CRCC (Figura 5.6 A). El indice
proliferativo (indice Ki-67) fue significativamente mayor en CRCC (18,3 + 10,2%) al compararlas
con muestras controles de tejido renal distal (6,9 + 2,1%) (p = 0,0022) (Figura 5.6 B). El indice
porcentual de proliferacién celular Ki-67 se vio incrementado en los diferentes estadios

patoldgicos de las muestras tumorales respecto al control de tejido renal distal (Figura 5.6 C).
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Figura 5.6. Deteccidon de Ki-67 en CRCC. (A) La inmunomarcacién de Ki-67 se localizé como granularidad
pardusca fuerte y homogénea en los nicleos de CRCC. Aumento original 400x. (B) indice de proliferacién
(antigeno Ki-67) en muestras de CRCC (n = 24) en comparacidn con las muestras de tejido renal adyacente
controles. (C) Porcentaje de incremento del indice Ki-67 en CRCC en sus diferentes estadios patoldgicos y
grados nucleares comparados con los tejidos renales distales controles. Los valores son expresados como
la media + SEM. *** p < 0,001 indica diferencias significativas.

5.2. Expresién de SCD-1 en el microambiente hipdxico del CRCC

Una de las grandes caracteristicas del CRCC, tanto a nivel macroscdpico como microscépico, es
su fenotipo con elevado contenido en lipidos. Trabajos previos enfocados en el entendimiento
de las vias metabdlicas implicadas en la acumulaciéon de estas biomoléculas, apuntan a una
enzima clave en la desaturacidn de acidos grasos: SCD-1 (Peck & Schulze, 2016).

En el contexto hipdxico del microambiente tumoral, y habiendo constatado la sobreexpresion
de HIF-1o. como de los ejes EPO/EPO-R y VEGF/VEGFR-2, en relacion a la proliferacion celular, el
estudio se enfocd posteriormente en el rol de esta enzima especifica, cuyos niveles estan

regulados por el factor de transcripcion HIF-1a (Santos & Schulze, 2012; Valli et al., 2014; Yin et
al,, 2021).
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Asi, a continuacidn, se determind el nivel de expresion de SCD-1, considerando que deberian
existir alteraciones en los niveles de acidos grasos caracteristicos del fenotipo del CRCC.

La Figura 5.7 muestra la sobreexpresion del ARNm de SCD-1 en CRCC mediante PCR
convencional (A) y RT-gPCR (B), observando un incremento de mas de 2,5 veces en las secciones
tumorales comparadas con muestras distales controles. Este incremento, también se verifico a
nivel traduccional mediante Western Blot (Figura 5.7 C).

El porcentaje promedio de sobreexpresidén de SCD-1 fue aproximadamente 60% en CRCC (Figura
5.7 D). Ademas, el incremento en la expresion de esta enzima mostro estar relacionado con los
estadios patoldgicos y el grado nuclear de los tumores, verificando un aumento significativo en
dichos estadios respecto a las secciones distales controles (Figura 5.7 E.) La evaluacién de la
localizacién de dicha proteina por IHQ, reveld una expresién constitutiva débil en células
tubulares renales con un patréon de distribucion homogéneo (Figura 5.7 F I). No se observé
inmunoreactividad de SCD-1 a nivel de glomérulos renales, sin embargo, esta enzima exhibid

una fuerte inmunoreaccién focal en el citoplasma de células correspondientes a CRCC (Figura

5.7 F1l).
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Figura 5.7. Expresion de SCD-1 en CRCC. (A-B) Niveles de expresién del ARNm de SCD-1 determinado por
PCR convencional y RT-gPCR de una muestra representativa. Las columnas indican niveles de expresidn
de las bandas de todas las muestras tumorales y controles distales (n = 24). (C) Western Blot de SCD-1 de
10 muestras representativas. La enzima se expresa constitutivamente de manera basal en las muestras
de tejido distal, mientras que en CRCC se sobreexpresé en mas del 75% de los casos analizados. Los
resultados fueron normalizados respecto a la B-actina utilizada como control de carga y sembrando en
todos los casos 50 ug de proteinas. (D) Cuantificacidn de la relacion SCD-1/B-actina en muestras de CRCC
y sus respectivos controles distales (n = 24). (E) Porcentaje de incremento de la expresion de SCD-1 en
relacion con la etapa patoldgica y el grado nuclear de las muestras de tumores en comparacion con las
muestras distales controles. (F) IHQ de SCD-1. Fotografias representativas correspondientes al tejido renal
distal control (I) y al CRCC (ll) provenientes de un mismo paciente. Aumento original 400x. Todos los
valores son expresados como las medias + SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, y *** p < 0,001 indican diferencias
significativas. Las muestras y los ensayos fueron analizados por triplicado.

En conjunto, todas las determinaciones antes mostradas, hacen suponer que el CRCC presenta
un microambiente tumoral hipdxico, angiogénico y proliferativo. En este contexto se evaluaron
los niveles de expresion porcentual de la proteina SCD-1 en las muestras controles y muestras
de CRCC en los cuatro estadios patoldgicos analizados en funcién de la expresién porcentual de
las proteinas HIF-1a y Ki-67 observadas en cada grupo. Se determind una correlacién positiva
entre SCD-1 y HIF-1a (r?= 0,9738; p = 0,0018) y entre Ki-67 y SCD-1 (r?= 0,9747; p = 0,0042)

como se muestra en la Figura 5.8 A y B respectivamente.
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Figura 5.8. Analisis de correlacion de la expresion de SCD-1 y el microambiente hipdxico proliferativo
en CRCC. (A) Correlaciéon entre el porcentaje de incremento de SCD-1 y el porcentaje de incremento de
HIF-1a en cada grupo experimental (muestra control y los cuatro estadios patoldgicos analizados). (B)
Correlacion entre el porcentaje de incremento del indice Ki-67 y el porcentaje de incremento de SCD-1 en
cada grupo experimental (muestra control y los cuatro estadios patoldgicos analizados). Todos los valores
son expresados como las medias + SEM.
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5.1. Perfil lipiddmico del CRCC

Habiendo comprobado, por un lado, que los niveles bajos de oxigeno en el CRCC, determinan la
sobreexpresion de HIF-1a y de otras biomoléculas dependientes de este factor, y considerando
que las dreas centrales de los tumores sélidos presentan mayor nivel de hipoxia que el tejido
tumoral periférico (Jiang et al., 2011), conjuntamente con el hallazgo de una correlacién lineal
directa entre la expresién de SCD-1 y la tasa proliferativa en los microambientes hipdxicos
tumorales de CRCC, se decidié investigar la implicancia de la sobreexpresion de SCD-1 sobre el
perfil de lipidos en las diferentes fracciones de las muestras tumorales en comparacidn con sus
respectivos controles.

Asi, en este estudio se tomaron muestras de la region central (core) del CRCC y de las areas
periféricas del mismo siguiendo el criterio de Deniz et al., (Deniz et al., 2015). Se consideraron
muestras representativas de la zona central del tumor a las secciones con células claras tipicas
de CRCC, mientras que las zonas adyacentes infiltradas o fibrosas se consideraron como periferia
tumoral.

En primera instancia se llevd a cabo la tincidn de Red oil sobre cultivos primarios, obtenidos de
muestras tumorales de CRCC contra células de tejido renal distal (control) para observar la
distribucion de lipidos acumulados mediante microscopia dptica. En dicho caso se observo

mayor tincién con Red oil en la porcién tumoral.
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Figura 5.9. Tincion Red oil en muestras de CRCC. Fotografia representativa de 10 muestras renales
distales controles y 10 muestras de CRCC. Aumento original 400x.

Visto de esta manera que las regiones tumorales presentaban mayor contenido lipidico respecto
a sus correspondientes secciones controles distales, se decidié profundizar el estudio de estas
biomoléculas. Asi, posteriormente se determind el perfil lipiddmico total de estas muestras
(tumores y controles), con el objeto de evaluar si los aumentos observados en la expresidn de

la enzima SCD-1 tendrian implicancia en el fenotipo tumoral.
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Para tal fin, se realiz6 transmetilacidon total del contenido lipidico y andlisis por GC/MS. En este
caso, la seccidon tumoral fue dividida tal como se explicé previamente en una fraccion central o
core del tumor y en una fraccién periférica.

Los resultados demostraron diferencias significativas en las concentraciones principalmente del

acido oleico (18:1n-9) y el 4cido araquiddnico (20:4n-6) (Figura 5.10).
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Figura 5.10. Perfil total de acidos grasos obtenidos por GC/MS previa transmetilacion total. En los
ensayos lipiddmicos se tomaron muestras por triplicado, de cada tumor y seccién distal normal. El andlisis
estadistico se llevd a cabo usando el software GraphPad Prism 7 - Andlisis Two-way ANOVA, multiples
comparaciones. Los valores son expresados como la media = SEM (n = 12). * p < 0,05.

No obstante, para comprobar la procedencia de dichos acidos grasos determinados
previamente, se procedid a separar cada muestra en 3 especies lipidicas: PLs, TAG y CE. Ambas
secciones tumorales y la seccidn distal (considerada como control) fueron analizadas mediante
GC/MS. Los resultados demostraron variaciones significativas en las tres especies lipidicas (PLs,
TAG y CE) en la fraccidén core, mientras que a nivel de la periferia tumoral las diferencias fueron
en las especies TAG y CE. El 18:1n-9 fue el principal dcido graso involucrado en estas variaciones
(observado principalmente en las especies TAG y CE), el cual es producto principal de la enzima
SCD-1. Por otra parte, en la especie correspondiente a PLs, se evidencié una leve diferencia

significativa en el 18:1n-9 y un marcado aumento del 20:4n-6 (Figura 5.11).
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Figura 5.11. Perfil lipidomico del CRCC. (A) Perfil de los principales acidos grasos en la especie de
fosfolipidos en tejidos renales distales controles (columnas grises) como tumorales (core y periferia; azul
y rojo respectivamente), determinados por GC/MS. (B-C) Perfil de acidos grasos presentes en lipidos
neutros (TAG y CE). Las muestras y los ensayos lipiddmicos se analizaron por triplicado. El analisis
estadistico se llevd a cabo mediante el software GraphPad Prism 7 - Andlisis Two-way ANOVA, Muiltiples
comparaciones. Los valores son expresados como la media + SEM (n =12). * p< 0,05, ** p < 0,01, ***p<
0,001, **** p < 0,0001.

5.1.1. Rol del &cido oleico en la proliferacidn celular en CRCC

Asi, una vez caracterizado el perfil lipidico de los tumores y muestras controles de pacientes,
considerando las limitaciones experimentales que poseen los cultivos primarios
(microheterogeneidad, ciclos celulares disimiles, inestabilidad genética, etc.), se disefiaron
experimentos in vitro con el propdsito de evaluar la funcionalidad de SCD-1 en dos lineas
celulares validadas de CRCC denominadas CAKI-1 y CAKI-2.

En primera instancia se determind el perfil lipidico de ambas lineas celulares por GC/MS previa
transmetilacidn total. Se obtuvieron resultados similares a los observados en los tumores. La
Figura 5.12 muestra que los acidos grasos mas abundantes en estas lineas celulares también
fueron 16:0, 18:0, 20:4n-6 y principalmente 18:1n-9. Obsérvese que ambas lineas celulares

muestran una distribucion muy similar en sus perfiles de acidos grasos.
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Figura 5.12. Perfil lipidico de acidos grasos de las lineas celulares CAKI-1 y CAKI-2. (A) Transmetilacién
total de acidos grasos presentes en todas las especies lipidicas existentes en las lineas celulares CAKI-1 y
CAKI-2. Se puede observar que la especie mayoritaria es el 18:1n-9. (B) Distribucidon de SFAs, MUFAs y
PUFAs en ambas lineas celulares. Los datos se expresan como las medias = SEM y son representativos de
tres experimentos independientes.

Si bien ambas lineas celulares son consideradas un éptimo modelo de CRCC, teniendo en cuenta
gue CAKI-2 se establecié a partir de un carcinoma renal primario de células claras y CAKI-1 deriva
de una metastasis de piel, en consecuencia, para ajustar aun mas el modelo, se seleccioné la

linea celular CAKI-2 para los experimentos in vitro subsiguientes.
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Como evidencia adicional del rol de SCD-1 en la generacion de MUFAs, se realizé la inhibicidn
farmacoldgica de la enzima en la linea celular CAKI-2 utilizando el inhibidor farmacolégico CAY
10566 ABCAM® en concentraciones no citotdxicas. Como muestra la Figura 5.13, notables
cambios lipiddmicos se obtuvieron en los niveles de 18:0 y 18:1n-9 (** p < 0,01). Este perfil se
obtuvo por transmetilacidn total considerando todas las especies de lipidos simultdneamente.
Claramente se observa como la falta de catdlisis en la desaturacidon produce acumulacién de

18:0 en las células tratadas con CAY 10566 y por el contrario disminucidn de los niveles de 18:1n-
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Figura 5.13. Lipidomica de la inhibicion de SCD-1 en células CAKI-2. El tratamiento de las células CAKI-2
con el inhibidor enzimatico CAY 10566 (3 uM) durante 24 horas caus6 una disminucion drastica en los
niveles celulares de 18:1n-9 con el consiguiente aumento en los niveles de 18:0. Los cultivos y los ensayos
lipiddmicos se analizaron por triplicado. El andlisis estadistico se llevé a cabo mediante el software
GraphPad Prism 7 - Analisis de Two-way ANOVA, Multiples comparaciones. Los valores son expresados
como la media + SEM. ** p < 0,01.

En linea con lo demostrado por otros autores con diferentes metodologias (Qin et al., 2020), se
observo que los tiempos de exposicién prolongados (mas de 24 horas) al inhibidor de la enzima
(3 uM) indujo disminuciones drasticas en la viabilidad celular (34,65% + 2,97; p < 0,001) (Figura
5.14 B).

Si el 18:1n-9 es un factor relevante, involucrado en el desarrollo y proliferacién celular, y la
reduccion de dicho acido graso desempena un papel clave al desencadenar la apoptosis, su
adicion a los cultivos celulares deberia restaurar, al menos en parte, la proliferacién celular en
células con SCD-1 farmacoldgicamente inhibida. Para verificar esta hipotesis, los cultivos
celulares de CAKI-2 con y sin inhibidor CAY 10566 (3 pM), fueron tratados con 18:1n-9 (50 uM),
en diferentes tiempos (Figura 5.14). No se observaron modificaciones en la viabilidad celular en
los cultivos sometidos a una restauracion inmediata del 18:1n-9 (a las 0 y 2 horas de la adiciéon

del CAY 10566).
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Sin embargo, la adicién de 18:1n-9 posterior a las 2 horas no logré restaurar la viabilidad inicial,
al contrario, se verificd un descenso en el porcentaje de células viables respecto al control. Por
otro lado, los cambios de viabilidad celular hasta las 18 horas no sufrieron el mismo descenso

respecto a los cultivos tratados Unicamente con el inhibidor CAY 10566.
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Figura 5.14. Inhibicién de SCD-1y rol del acido oleico en células CAKI-2. (A) Disefio experimental utilizado
en la inhibicion de SCD-1. Las flechas inclinadas indican la adicion de 18:1n-9 en diferentes tiempos. (B)
La viabilidad celular se midio con el kit CellTiter 96°. En todos los casos, las células se cultivaron con suero
bovino fetal al 1%. Los datos se expresan como la media + SEM, y son representativos de tres
experimentos independientes. * p < 0,05, ** p < 0,01 y *** p < 0,001, significativamente diferentes del
control. El analisis estadistico se llevd a cabo mediante el software GraphPad Prism 7 - Analisis de One-
way ANOVA, Multiples comparaciones.

Ademas de la evaluacion de la viabilidad/proliferacion celular con XTT, el enfoque analitico fue
dirigido a determinar si la inhibicién de la enzima SCD-1 con CAY 10566 induciria apoptosis en
CRCC; para esto las células CAKI-2 fueron marcadas con anexina V - FITC e ioduro de propidio
como se detalla en la seccion materiales y métodos. La Figura 5.15 muestra que las células
tratadas con CAY 10566 manifestaron un ligero aumento en la tasa de muerte celular apoptética,
la cual era completamente prevenible si se encontraba presente el 18:1n-9 en los medios de
incubacién. En conjunto, estos datos sugieren que la disminucién de la viabilidad que las células
experimentaron cuando SCD-1 fue inhibida por CAY 10566 (Figura 5.14 B) se debié mas bien a
una reduccién en la tasa de proliferacion que a una muerte celular apoptdtica inducida por

farmacos.
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Figura 5.15. Analisis por citometria de flujo de marcadores apoptoéticos en células CAKI-2 expuestas al
inhibidor de SCD-1 y 18:1n-9. Se detectaron cambios apoptédticos en las membranas plasmaticas
mediante marcacion simultanea con Anexina V - FITC (FL1) y Pl (FL3). (A) Estrategia de seleccidn en células
controles y tratadas. (B) Células no tratadas (controles). (C) Células tratadas con CAY 10566 3 uM. (D-F)
Posterior al tratamiento de inhibicion, se afiadié 18:1n-9 (50 uM) a las células CAKI-2 a las 2, 6 y 18 horas
respectivamente. En todos los casos la adicion de 18:1n-9 disminuyd la muerte celular a niveles cercanos
a los hallados en las células controles.

5.1.2. Expresién de la enzima SCD-1 en un modelo in vitro de hipoxia quimica

inducida

Sabiendo que existe induccidn enzimatica vinculada al microambiente tumoral (Bao & Wong,
2021; Ifeanyi, 2014; Yang et al., 2014), y visto mediante el analisis de tumores renales una
correlacién directa en la expresién de SCD-1 y HIF-1a (Figura 5.8 A), se planted que dicha
expresion enzimatica podria deberse en parte al microambiente hipdxico tumoral. Por lo tanto,
para demostrar si esta condicidn (celular y de su entorno) es realmente responsable o al menos
en parte, de la induccidn de SCD-1, las células CAKI-2 fueron tratadas con diferentes
concentraciones de CoCl, durante 24 horas, para lograr generar hipoxia quimica in vitro (Jin et
al., 2015; Wu & Yotnda, 2011).

En primera instancia, se evalud la viabilidad celular frente a distintas concentraciones de CoCl,
mediante ensayo de XTT; ademas se determind la tasa de proliferacion celular (tiempo de
duplicacién) en condiciones normales e hipodxicas y la constante de crecimiento (k). No se
observaron cambios significativos en el porcentaje de viabilidad de las células CAKI-2 expuestas

por 24 horas a concentraciones de 100 uM, 200 uM y 300 uM de CoCl,, sin embargo,
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concentraciones iguales a 400 uM mostraron un descenso significativo del porcentaje de
viabilidad (Figura 5.16). Por otra parte, tampoco se observaron variaciones significativas en los
tiempos de duplicacién celular y en la constante de crecimiento (k) (tabla 5.2), es decir, la adicién
de diferentes concentraciones de CoCl, (100 - 300 uM) no modificd la tasa de proliferacion

celular.
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Figura 5.16. Ensayo de viabilidad de células CAKI-2 expuestas a CoCl. por 24 horas (rango de
concentracion: 0 - 400 uM). Se observé citotoxicidad celular cuando las células se expusieron a 400 uM
de CoCla. Los cultivos celulares y los ensayos de viabilidad celular se analizaron por triplicado. El analisis
estadistico se llevd a cabo mediante el software GraphPad Prism 7 - Analisis de One-way ANOVA, Multiples
comparaciones. Los valores son expresados como la media + SEM. * p < 0,05.

Tabla 5.2. Tasas de proliferacion celular

k 0,028 0,023 0,021 0,025
Tiempo de 24,69 29,57 32,89 26,91

duplicacién (h)

Constantes de crecimiento (k) y tiempo de duplicacidn celular para la linea celular CAKI-2, en condiciones
normales e hipodxicas. Los datos se expresan como medias * SEM y son representativos de tres
experimentos independientes.

A partir de los resultados anteriores y para confirmar que dicho disefio realmente establece un
modelo de microambiente hipdxico, se midid por RT-qPCR la expresion relativa del ARNm de
HIF-1A y HIF-2A en las células CAKI-2 expuestas a concentraciones de CoCl; no citotdxicas (O -
300 uM). Los resultados demostraron una relacién directamente proporcional entre la expresion
de los HIFs y las concentraciones de CoCl,, con una expresion principalmente marcada en HIF-

1A (Figura 5.17).
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Figura 5.17. RT-qPCR de HIF-1A y HIF-2A en células CAKI-2 expuestas a concentraciones no citotdxicas
de CoClz. Los cultivos celulares de CAKI-2 y los ensayos de biologia molecular se estudiaron por triplicado.
El analisis estadistico se llevd a cabo mediante el software GraphPad Prism 7 - Andlisis de One-way ANOVA,
Multiples comparaciones. Los valores son expresados como la media + SEM. ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Visto hasta alli que la adicién de ciertas concentraciones de CoCl, a los cultivos celulares de CAKI-
2 simulaba un microambiente hipdxico tumoral, se evalué en las mismas condiciones
mencionadas anteriormente mediante metodologia de biologia molecular el ARNm de la enzima
SCD-1. Los resultados demostraron, que la exposicidon a 300 uM de CoCl, por 24 horas, indujo
una sobreexpresién de aproximadamente 200 veces respecto a las células controles no tratadas

(Figura 5.18)
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Figura 5.18. Sobreexpresion de SCD-1 inducida por el microambiente hipoxico tumoral. RT-gPCR de SCD-
1 en células CAKI-2 expuestas por 24 horas a diferentes concentraciones de CoCl,. Los cultivos y los
ensayos moleculares se estudiaron por triplicado. El analisis estadistico se llevd a cabo usando el software
GraphPad Prism 7 - Analisis One-way ANOVA, Multiples comparaciones. Los valores son expresados como
la media + SEM. ** p < 0,01, **** p < 0,0001.
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Por lo cual, si el microambiente hipdxico tumoral generd una sobreexpresién de la enzima SCD-
1, en dichas condiciones se esperaria hallar cambios en los perfiles lipiddmicos con aumento de
18:1n-9, producto principal de SCD-1. En base a ello, a continuacién, mediante GC/MS, se
determind el perfil lipiddmico de las células CAKI-2 expuestas a concentraciones no citotdxicas
de CoCl, para establecer la influencia del microambiente hipdxico en la actividad de la enzima
desaturasa en estudio.

Se observé que los 4cidos grasos saturados particularmente 16:0 y 18:0 experimentaron una
reduccion significativa (p < 0,001) en todos los tratamientos en la fraccidn correspondiente a PLs
(Figura 5.19 A). Mientras que en las especies de TAG y CE se determind mayor proporcién de
18:1n-9 cuando se trabajé con concentraciones de 200 uM vy principalmente 300 uM de CoCl,

respecto a las células controles.
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Figura 5.19. Perfil lipiddmico de células CAKI-2 en condiciones hipdxicas. Las células fueron tratadas con
CoCly en las concentraciones indicadas. Mediante GC/MS se determinaron las concentraciones de acidos
grasos en las fracciones de (A) fosfolipidos (PLs), (B) triacilglicéridos (TAG) y (C) ésteres de colesterol (CE).
Los cultivos y los ensayos lipiddmicos se analizaron por triplicado. El analisis estadistico se llevé a cabo
usando el software GraphPad Prism 7 - Analisis de Two-way ANOVA, multiples comparaciones. Los valores
son expresados como la media + SEM. ** p < 0,01, **** p < 0,0001.
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Posteriormente con el objetivo de evaluar modificaciones fenotipicas citoplasmaticas a nivel del
almacenamiento de lipidos (en forma de LD) en esta linea celular sometida al modelo de hipoxia
quimica, las células CAKI-2 fueron expuestas a concentraciones no citotéxicas de CoCl, y tratadas
con el colorante Bodipy®. Luego mediante microscopia confocal se analizé la presencia de LD.
Los resultados demostraron que a 300 uM de CoCl; (mayor induccién de hipoxia) hay mayor
formacién de LD, que actualmente se consideran verdaderas organelas de almacenamiento de
lipidos neutros. No obstante, numerosos trabajos muestran que ademas de estar activamente
involucradas en la proliferacion celular, también se las asocian a procesos de estrés en estadio

previos a la muerte celular (Guijas et al., 2014; Lee et al., 2013).

Control (+) 18:1n-9 (30 uM; 24 h) Control (-)

CoCl2 (100 uM; 24 h) CoClz (300 uM; 24 h)

Figura 5.20. Determinacion de Lipid droplets en CAKI-2 sometidas a hipoxia quimica. La formacién de
LD se evalué mediante microscopia confocal. Las células se expusieron a 18:1n-9 (30 uM) durante 24 horas
como control positivo de la formacién de LD. La visualizacién de dichos LD se inicié con la exposicidn
celular a 100 uM de CoClzy se hizo mas evidente a 300 uM de CoCly, durante 24 horas. Aumento original
400x.
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5.1. Expresién de la proteina de resistencia a multiples farmacos de tipo 4
(MRP4/ABCCA4) en el carcinoma renal de células claras (CRCC) y su rol en la

regulacion de la proliferacién celular

Cémo se planted en los apartados previos, una caracteristica distintiva de este tipo de tumores
es el alto contenido de lipidos que muestra su fenotipo celular. Anteriormente se demostré que
la actividad enzimatica tumoral de SCD-1, contribuye en gran medida a la biodisponibilidad de
acidos grasos insaturados. Desde los afios 70°s se conoce que particularmente los MUFAs sirven
como sustratos para la produccion de mediadores lipidicos que transmiten sefiales celulares en
diferentes vias metabdlicas.

La Figura 5.11 muestra que el contenido de los acidos grasos 18:1n-9 y 20:4n-6, es
significativamente mds elevado en las muestras de tumores analizados en comparacion con los
tejidos normales. El 18:1n-9 se encuentra incrementado principalmente en las especies de TAG
y CE, mientras que, por el contrario, el 20:4n-6 lo estd en la especie de PLs.

El 20:4n-6 da lugar a la produccién de multiples moléculas lipidicas (eicosanoides) que juegan
un rol esencial en los procesos inflamatorios y tumorales dado que es precursor de
prostaglandinas y leucotrienos (DuBois, 2010; Fu et al., 2020). Una de las importantes vias de
regulacion de los niveles intracelulares de los eicosanoides se encuentra en el proceso de
extrusion al espacio extracelular (Montani et al., 2013; Mosaad et al., 2020). Como se planted
en la introduccién, multiples transportadores de membrana participan en este proceso (ver
apartado 1.6, 1.9 y tabla 1.1).

Particularmente para el caso de eicosanoides y nucleétidos ciclicos como el AMPc, un
transportador de membrana denominado proteina de resistencia a multiples farmacos de tipo
4 o abreviado MRP4 (DuBois, 2010) tiene como rol fisioldgico la extrusion al espacio extracelular
de dichas biomoléculas, con el fin de regular los niveles de concentracién de acuerdo con las
condiciones de homeostasis celular (Ver Apartado 1.9, Figura 1.6 y tabla 1.1).

Desde la caracterizacidn inicial del AMPc, se lo ha establecido firmemente como una sefial
molecular versatil, involucrada tanto en la regulacion del metabolismo glucidico como lipidico,
asi como también en los mecanismos celulares de diferenciacion de adipocitos. Durante
instancias de alta demanda de energia, como son los casos de procesos tumorigénicos, los
TAG almacenados en LD son hidrolizados (Ravnskjaer et al., 2015). Ademas se sabe, que
hormonas como la insulina y el glucagén, que regulan el metabolismo, se encuentran
implicadas en procesos de extrusion del AMPc, modificando el balance i-AMPc/e-AMPc (Lv et

al., 2017).
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Adicionalmente, numerosas publicaciones que utilizan ensayos in silico, demostraron que en el
microambiente hipdxico de otros tumores, diferentes al renal, se encuentra sobreexpresada la

proteina MRP4 (Carozzo et al., 2015, 2019).

5.1.1. Estudio de MRP4 en CRCC

MRP4 es un transportador de la membrana celular, hallado en la zona apical de los tubulos
contorneados proximales renales (entre otros tejidos), encargado del transporte de aniones y
conocido como una bomba de eflujo para AMPc (Van Aubel et al., 2002). Mientras MRP4 extruye
drogas y metabolitos desde el citoplasma celular hacia la luz tubular, la proteina OATP4C1
hallada en la regién basal de dichos tubulos, tiene un flujo inverso de transporte de sustancias,
permitiendo el ingreso de los mismos metabolitos al citoplasma de la célula (Sato et al., 2017).
Para establecer la implicancia que la tasa de ambos transportadores tendria como moduladores
celulares del AMPc, primero se realizé un andlisis bioinformdatico para determinar el nivel de
expresion del ARNm de MRP4 y OATP4C1 en CRCC y pacientes sanos, utilizando sondas
especificas como se describe en materiales y métodos.

MRP4 mostrd una clara sobreexpresidon en tumores (n = 69), en comparacion con los pacientes
controles (n = 32; diferencia de mediana 169,3; p < 0,0001). En oposicién, OATP4C1 mostrd

niveles de expresién mds bajos en tumores respecto a las muestras controles (Figura 5.21).
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Figura 5.21. Analisis bioinformatico de la expresion diferencial de MRP4 y OATP4C1 en tumores y
muestras renales distales controles/normales. (A) Analisis in silico demostrando sobreexpresién
diferencial de MRP4 en muestras de CRCC en comparacion con muestras no tumorales. (B) En oposicidn,
OATP4C1 esta regulado negativamente en las muestras tumorales. Se muestran en ambos casos la
identificacion de las sondas utilizadas para MRP4 y OATP4C1. El analisis estadistico se llevd a cabo
mediante el software GraphPad Prism 7. Se utilizé la prueba t de Student para determinar las diferencias
significativas. Los valores son expresados como la media + SEM. **** p < 0,0001.
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La expresion opuesta de ambas proteinas transportadoras podria explicar la resistencia a la
mayoria de las estrategias quimioterapéuticas exhibida por estos tumores. Paralelamente, la
sobreexpresion de MRP4 podria implicar una hiperfuncionalidad, susceptible de ser tratada
terapéuticamente.

De esta manera, primero se determiné el nivel de expresidon del ARNm de MRP4 y OATPA4C1 en
muestras renales controles y tumores (core y periferia) por RT-gPCR. Los resultados mostraron
una evidente sobreexpresidn del transcripto de MRP4, al menos 20 veces superior respecto a
los tejidos controles, considerando al core (media = 47,46) y periferia (media = 21,34). Mientras
gue, por otro lado, no se observaron cambios significativos en el transcripto de OATP4C1. Es
importante considerar las variaciones interindividuales, las cuales contribuyen a aumentar las
desviaciones estandar obtenidas en el analisis de MRP4 al ser comparadas las medias de cada
fraccion (normal, core, periferia), teniendo en cuenta que las muestras provienen de diferentes

pacientes y en este punto no hubo una clasificacién segun estadios.
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Figura 5.22. Cuantificacion relativa del ARNm de MRP4 y OATP4C1. (A) RT-qPCR de MRP4 en muestras
de CRCC (n = 18) en sus tres areas de estudio, normalizado con B-actina. Obsérvese la sobreexpresion de
MRP4 en las secciones tumorales (Core y Periferia) en comparacidn con las secciones renales distales de
los mismos pacientes. (B) RT-gPCR de OATP4C1 en muestras de CRCC (n = 18) en sus tres areas de estudio,
normalizado con B-actina; no se aprecian diferencias significativas en las diferentes fracciones de estudio.
Las muestras y los ensayos moleculares se analizaron por triplicado. El analisis estadistico se llevd a cabo
mediante el software GraphPad Prism 7 - Analisis One-way ANOVA, Multiples comparaciones. Los valores
son expresados como la media + SEM. * p < 0,05, **** p < 0,0001).

Visto y considerando datos bibliograficos obtenidos en otros tumores (Carozzo et al., 2019;
Copsel et al.,, 2011a; ltuarte et al., 2019) y los resultados empiricos mediante RT-qPCR, la
atencidn se centré en MRP4.

Dadas las limitaciones que un estudio bioinformatico posee y teniendo en cuenta la existencia
de posibles modificaciones postranscripcionales, se procedié a analizar la expresidén a nivel

proteico (n = 18) en las mismas fracciones examinadas con técnicas de biologia molecular.
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En este caso se hallé un aumento significativo de MRP4 de al menos 5-10 veces en comparacion

con las muestras controles.
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Figura 5.23. Analisis de MRP4 en CRCC por Western Blot. (A) Expresion proteica de MRP4 en los
homogeneizados obtenidos a partir de las tres areas de estudio en las muestras de CRCC. Como control
de carga se utilizé un anticuerpo especifico frente a B-actina y se sembraron 50 ug de proteina en cada
caso. (B) Cuantificacidn relativa de la expresién proteica de MRP4 respecto a la B-actina, realizada
mediante densitometria de las bandas de interés utilizando el Software Imagel®. Los datos son
representativos de tres experimentos independientes. Las muestras y los ensayos de Western blot se
analizaron por triplicado. El analisis estadistico se llevd a cabo mediante el software GraphPad Prism 7 -
Analisis One-way ANOVA, Multiples comparaciones. Los valores son expresados como la media + SEM.
*** 0 <0,001).

Luego de demostrar que la sobreexpresion de MRP4 en estos tumores existe tanto a nivel de
transcripto como de la proteina misma, se procedié a determinar su localizacién celular, en
orden de tener en conocimiento si ademds de las cantidades aberrantes también existian
variaciones en su disposicion. Para ello se llevd a cabo la técnica de IHQ en las muestras de CRCC
en las fracciones en estudio, y en una muestra de colon como control positivo de la expresion
de MRP4 (Liu et al., 2010).

Primero se investigd la localizacién de MRP4 en las muestras renales distales controles (n = 10),
las cuales mostraron un patron de distribucion de tipo membranoso homogéneo. MRP4 fue
circunscripto solo a nivel de las células de los tubulos renales proximales, mientras que a nivel
glomerular se observé ausencia de marcacion (Figura 5.24. Ay D).

Por otro lado, en las muestras tumorales, MRP4 mostrd una expresion intensa y en su mayoria
de tipo heterogénea, con diferencias dependientes de las zonas: niveles de expresion de
moderado a altos (puntaje +2 y +3) con patron membranosa en el core tumoral (80%) (Figura
5.24. B y E), en contraste con una expresion leve y moderada (puntuacién +1 y +2) en tejido
periférico (100%) (Figura 5.24. Cy F).

Ademas, se puede visualizar en la Figura 5.24. A-C y D-F la ilustraciéon de dos pacientes con

diferentes niveles de expresion de MRP4 en las tres fracciones de muestras en estudios. El
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primero muestra una expresién mds equilibrada de la proteina entre las areas, mientras que el
segundo denota claras diferencias entre el core y la periferia (paneles B-C y E-F
respectivamente). Por lo cual, en oposicién a lo observado en tejidos periféricos, el core del
tumor muestra una alta expresion de focos intensos y heterogéneos de esta proteina (flechas

en el panel E).
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Figura 5.24. Inmunohistoquimica de MRP4 en CRCC: (A-C y D-F) Dos pacientes representativos de las
muestras de CRCC analizadas por IHQ para determinar la localizacion de MRP4. (A y D) La IHQ en el tejido
renal distal considerado normal demuestra ausencia total de expresién de la proteina a nivel glomerular,
mientras que se observa una alta y ordenada expresion polarizada a nivel de los tubulos proximales. (B y
E) La expresién de MRP4 en el core del tumor se muestra desordenada con focos intensos de expresion.
(Cy F) En contraste, los tejidos tumorales periféricos, demuestran una expresion de MRP4 débil, con focos
infrecuentes de expresién intensa. (G) Control positivo de expresién de MRP4 en muestra de colon. (H)
Semicuantificacion de la expresidn y localizacion de MRP4 en CRCC. Aumento 400x.

5.1.2. Expresion de MRP4 en lineas celulares renales: CAKI-1y CAKI-2

Dada la importancia del hallazgo de un segundo marcador tumoral, ademas de SCD-1, con un
perfil de expresion y localizacidn diferencial en este tipo de tumores, se procedié a establecer
un modelo in vitro en cultivos celulares, que permita la evaluaciéon y validacion preliminar de
MRP4 como un marcador de pronéstico o blanco futuro de intervencion terapéutica.

Primeramente, se midié el nivel de expresién tanto del ARNm como de la proteina MRP4 en dos
lineas celulares que mejor representan al CRCC, pero con distintos grados de diferenciacion.

CAKI-1 células diferenciadas obtenidas de una metdstasis en piel de carcinoma renal y CAKI-2,
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células con menor grado de diferenciacidn, obtenidas directamente de tumores renales y
posteriormente inmortalizadas (Glube, 2007; Peng et al., 2016).

Siguiendo la misma ldgica utilizada en la IHQ (Figura 5.24), se utilizd la linea celular HCT-116
(Linea de células tumorales de colon), como control positivo de la expresion de MRP4 y como
medida de expresidn basal del transcripto de MRP4.

Inicialmente se analizd el transcripto de MRP4 mediante RT-gPCR en las tres lineas celulares
mencionadas (HCT-116, CAKI-1 y CAKI-2). Como resultado se observé que CAKI-2 fue la linea
celular que mostroé el nivel de expresion maxima del ARNm de MRP4 (3 veces mayor que las
células CAKI-1, (Figura 5.25).

Teniendo en cuenta que los ARNm sufren procesamientos post-transcripcionales en los cuales
el cédigo puede modificarse y ello podria derivar en una falta o reduccién en el proceso de
traduccion, se determind la expresidn proteica de MRP4 mediante Western blot en las lineas
celulares CAKI-1y CAKI-2 (Figura 5.26).

La Figura 5.26 muestra que ambas lineas celulares exhiben MRP4, pero claramente las células
CAKI-2 expresan 1,5 veces mas que CAKI-1. Esta diferencia fue analizada y cuantificada utilizando

el software Imagel.

Expresion Relativa del
ARNmM de MRP4

Figura 5.25. Cuantificado del ARNm de MRP4 mediante RT-qPCR en las lineas celulares CAKI-1 y CAKI-2.
La expresion del ARNm de MRP4 se normalizé mediante el gen de la B-actina. La linea celular HCT-116 se
utilizé como control positivo y como valor de base. Los cultivos y los ensayos moleculares se analizaron
por triplicado. El analisis estadistico se llevé a cabo mediante el software GraphPad Prism 7 - Analisis One-
way ANOVA, Multiples comparaciones. Los valores son expresados como la media + SEM. * p < 0,05.
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Figura 5.26. Expresion de la proteina MRP4 en las lineas celulares CAKI-1 y CAKI-2. (A) Analisis mediante
Western blot el cual demuestra la expresiéon de MRP4 en las dos lineas celulares de CRCC estudiadas. (B)
Analisis densitométrico de intensidades de bandas de MRP4 en CAKI-1 y CAKI-2. La expresion de la
proteina MRP4 se normalizé utilizando la expresion de la B-actina. Los cultivos y los ensayos de Western
blot se analizaron por triplicado. El analisis estadistico se llevé a cabo mediante el software GraphPad
Prism 7. Se recurrio a la prueba t de Student para determinar significancias estadisticas. Los valores son
expresados como la media £ SEM. * p < 0,05.

De manera similar a los ensayos llevados a cabo en muestras tumorales, se evalué la localizacion
de MRP4 por inmunocitoquimica (ICQ). En este caso, no se observaron diferencias significativas
en los patrones de distribucion o localizacion de MRP4 entre las lineas celulares CAKls. Tanto
CAKI-1 como CAKI-2, presentaron agregados citoplasmaticos de la proteina MRP4 (flechas rojas
y azules de la Figura 5.27 B y C respectivamente), en oposicién al notable patron membranoso

evidenciado en las células HCT-116 (flechas negras; Figura 5.27 A).

Figura 5.27.1CQ de MRP4 en células HCT-116 (A), CAKI-1 (B), CAKI-2 (C). Obsérvese el patrén de expresion
y localizacién de MRP4 a nivel de membrana en las células de colon (flechas negras), en comparacién con
la intensa inmunomarcacion citoplasmatica en ambas lineas celulares CAKIs (CAKI-1: flechas rojas; CAKI-
2: flechas azules). Aumento 400x.

5.1.3. Estudio del flujo de extrusion de AMPc mediado por MRP4 en las células

CAKI-1y CAKI-2 y su relaciéon con la proliferacién celular

MRP4 ha sido descrito como el principal transportador involucrado en la extrusion de AMPc en
otras lineas celulares de cancer (Carozzo et al., 2019; Copsel et al., 2011). Por dicho motivo, a
continuacidn, se evalud la cinética del AMPc en las lineas celulares CAKI-1 y CAKI-2. Para estudiar

la acumulacion intracelular y el flujo de salida del AMPc, las lineas celulares CAKls fueron
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tratadas con IBMX 1 mM (inhibidor de la enzima PDE) y FSK 25 uM (activador directo de la
enzima adenilato ciclasa). Luego se recogieron por separado los sobrenadantes y raspados
celulares para la medicién por radiometria de los niveles de AMPc extracelular (e-AMPc) y AMPc
intracelular (i-AMPc) respectivamente (Figura 5.28 Ay B).

Posteriormente, para demostrar si existian diferencias en la capacidad de extrusion de este
nucledtido ciclico entre ambas lineas celulares, se calcularon los valores de las areas bajo las
curvas (AUC) tanto para los niveles de e-AMPc como para i-AMPc y luego se trazd la relacion de
las AUC e-AMPc/i-AMPc (Figura 5.28 C).

El valor de la relacién e-AMPc/i-AMPc fue superior para las células CAKI-2 en contraste con las
CAKI-1 (diferencia entre medias 0,073; p = 0,007). Esto demuestra una mayor capacidad de
extrusion de AMPc por parte de la linea celular CAKI-2. Sorprendentemente, la relacién entre
ambas capacidades de extrusion fue aproximadamente 1,36 + 0,07, valor que se encuentra en
concordancia con la diferencia de expresion proteica de MRP4 hallada por Western Blot o mas

aun por RT-gPCR.
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Figura 5.28. Ensayo de extrusion de AMPc en lineas celulares CAKI-1 y CAKI-2. (A) Las células CAKI-1y
CAKI-2, fueron incubadas con IBMX (1 mM) y posteriormente estimuladas con FSK (25 uM) durante 5
minutos. El e-AMPc se midid en los sobrenadantes de cultivos, mientras que el i-AMPc se obtuvo a partir
de los raspados celulares. (B) El aumento en la relacién e-AMPc/i-AMPc puso de manifiesto una mayor
tasa de extrusiéon de AMPc por parte de la linea celular CAKI-2. Los cultivos y los ensayos radiométricos se
analizaron por triplicado. El andlisis estadistico se llevé a cabo mediante el software GraphPad Prism 7. Se
recurrié a la prueba t de Student para determinar significancias estadisticas. Los valores son expresados
como la media + SEM. ** p <0,01.
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Para lograr una mejor caracterizaciéon de la extrusién de AMPc, los cultivos de células CAKlIs,
fueron incubados en las condiciones experimentales antes mencionadas (IBMX 1 mM + FSK 25
KUM), y ademds se afiadieron dos inhibidores diferentes de la proteina MRP4 por separados: MK-
571 (25 uM; 5 minutos) y Probenecid (0.5 mM; 5 minutos).

El efecto sinérgico del aumento de la sintesis de AMPc (generada por las FSK 25 uM), la inhibicién
de su degradacién (por inhibicién de la PDE mediante el IBMX 1 mM) y la inhibicién simultdnea
de su extrusion (ya sea por MK-571 25 uM o Probenecid 0.5 mM), produjeron un aumento
significativo en la acumulacién del i-AMPc en comparacidn con los controles que no contenian
inhibidores de MRP4 (IBMX 1 mM + FSK 25 uM) en CAKI-2.

Como se observa en la Figura 5.29, la inhibicién farmacolégica de MRP4 conduce a
disminuciones significativas en los niveles del e-AMPc en ambas lineas celulares, lo que denota
una inhibicidon efectiva de la extrusién de este nucleoétido ciclico.

En resumen, estos resultados indican que MRP4 es el transportador responsable de modular los

niveles de AMPc en los espacios tanto intracelular como extracelular, en las lineas celulares

CAKI-1y CAKI-2.
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Figura 5.29. Modulacién farmacolégica del AMPc en lineas celulares CAKI-1y CAKI-2. Obsérvese el efecto
de la inhibiciéon farmacolégica de MRP4. Probenecid (0,5 mM) y en mayor medida MK-571 (25 uM),
indujeron acumulacién del nucleétido ciclico en el espacio intracelular en CAKI-2 (azul) respecto a lo
observado en CAKI-1 (rojo). Los cultivos y los ensayos se analizaron por triplicado. El andlisis estadistico
se llevd a cabo mediante el software GraphPad Prism 7 - Andlisis One-way ANOVA, Multiples
comparaciones. Los valores son expresados como la media = SEM. ns = No significativo, * p < 0,05, ** p <
0,01.

A la luz de las observaciones anteriores, se investigd a continuacién el papel de MRP4 en la
proliferacién del CRCC.

Sabiendo que el AMPc se encuentra implicado en los procesos de proliferacion celular, la
extrusion de AMPc (cambios en los balances de AMPc extracelular e intracelular) fue relacionada
de manera directamente proporcional con la expresion de MRP4 (Carozzo et al., 2019; Yaneff et
al., 2019), por lo tanto, las células CAKI-2 debian proliferar con mayor velocidad por expresar

mayores niveles de MRP4 en comparacion con las células CAKI-1.
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Efectivamente, en los experimentos desarrollados mediante el ensayo colorimétrico XTT® (y
otros no mostrados en esta tesis), se observd mayor actividad metabdlica en las células CAKI-2,

lo cual esta relacionada con una tasa proliferativa superior respecto a CAKI-1 (Figura 5.30).
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Figura 5.30. Proliferacion de las lineas celulares CAKI-1 y CAKI-2. Obsérvese que la linea CAKI-2 posee un
tiempo de duplicacion celular menor respecto a CAKI-1, como lo demuestra el ensayo de proliferacion
XTT®.

Asimismo, con la finalidad de demostrar que el balance del AMPc extracelular/intracelular, o
mas bien las concentraciones del e-AMPc participan en los procesos de proliferacion celular, las
células CAKIs fueron privadas de SFB, y diferentes concentraciones de este nucleétido ciclico se
afiadieron al medio de cultivo para luego evaluar proliferacién celular mediante ensayo de XTT®
(Figura 5.31). Se puede observar que bajas concentraciones de AMPc exégeno (10 uM) indujeron

hasta un 100% de aumento en el nimero de células CAKI-2. Sin embargo, este efecto pareciera

tener un limite de saturacién, ya que no se observé ningln cambio a dosis superiores a 10 uM.
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Figura 5.31. Efecto del AMPc exdgeno sobre la proliferacion celular. Las monocapas celulares de CAKI-1
y CAKI-2, se cultivaron hasta confluencia éptima para este ensayo. Luego fueron lavadas y privadas de
SFB. Dos horas mas tarde, se agregaron diferentes concentraciones de AMPc y se evalud la proliferacion
celular luego de 48 horas de tratamiento mediante ensayo de XTT®. Los cultivos celulares y los ensayos
de proliferacion se analizaron por triplicado. El andlisis estadistico se llevé a cabo mediante el software
GraphPad Prism 7 - Analisis de Two-way ANOVA, Multiples comparaciones. Los valores son expresados
como la media + SEM. * p < 0,05.
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Llamativamente, las células CAKI-2 las cuales presentaron mayor expresion de MRP4 vy
extruyeron mas AMPc, mostraron mejor este efecto de respuesta al e-AMPc. Por otra parte, las
células CAKI-1 no mostraron cambios significativos en la proliferacién celular ante la exposicion
a diferentes concentraciones de AMPc exdgeno.

Se corrobord el aumento del nimero total de células CAKI-2 mediante recuento en cdmara de

Neubauer utilizando colorante de exclusion azul de tripan (Figura 5.32).
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Figura 5.32. Efecto del AMPc exdgeno sobre la proliferacion de células CAKI-2. Las monocapas celulares
de CAKI-2 se cultivaron hasta confluencia dptima para este ensayo. Luego fueron lavadas y privadas de
SFB. Dos horas después, se agregaron diferentes concentraciones de AMPc y se evalud la proliferacion
celular 48 horas mds tarde mediante recuento manual en cdmara de Neubauer en presencia de azul de
tripan. Los cultivos celulares y los ensayos de proliferacién en cdmara de Neubauer se analizaron por
triplicado. El analisis estadistico se llevé a cabo mediante el software GraphPad Prism 7 - Analisis de One-
way ANOVA, Multiples comparaciones. Los valores son expresados como la media + SEM. * p < 0,05.

Visto asi, que la adicion de AMPc 10 uM indujo proliferacion en la linea celular CAKI-2, las mismas
fueron tratadas nuevamente con AMPc 10 uM por 48 horas y luego se analizaron las etapas del
ciclo celular mediante citometria de flujo. Las células sometidas al tratamiento mostraron una
disminucién de la fase GO-G1 y un leve pero significativo aumento en la fase S de replicacién del
ADN (35,43%) en comparacién con las células controles sin tratamiento (Figura 5.33), lo cual

concuerda con los resultados de proliferacion celular hallados.
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Figura 5.33. Implicancia del AMPc exégeno sobre el ciclo celular de células CAKI-2. Las etapas del ciclo
celular se evaluaron por citometria de flujo utilizando tincidn con ioduro de propidio (Pl). Las células
tratadas con AMPc por 48 horas mostraron una disminucion significativa de la fase GO-G1 y leve aumento
de la fase S. Los cultivos celulares y los ensayos de ciclo celular se analizaron por triplicado. El analisis
estadistico se llevd a cabo mediante el software GraphPad Prism 7 - Analisis de Two-way ANOVA,
Multiples comparaciones.

5.1.4. Evaluacién de la inhibicion farmacolégica de la actividad de MRP4 de
células CAKI-2 en relacién con las modificaciones fenotipicas, proliferacién y
apoptosis

Reportes previos y datos empiricos, demostraron que el equilibrio e-AMPc/i-AMPc es crucial
para la proliferacion celular (Carozzo et al., 2019). El incremento del i-AMPc induce inhibicion de
la proliferacidn, asociada con diferenciacién celular en células de leucemia mieloide aguda
(AML) (Copsel et al., 2011), y la disminucion del e-AMPc estd asociada con inhibicion del
crecimiento celular y la detencidn del ciclo celular en los modelos de adenocarcinoma ductal
pancreatico humano (PDAC) (Carozzo et al., 2019).

Considerando que es farmacoldgicamente posible modular el balance e-AMPc/i-AMPc (Figura
5.29), a continuacion, se investigd los efectos bioquimicos originados a nivel celular. Teniendo
en cuenta que la linea celular CAKI-2 posee un mayor grado de indiferenciacién (mayor
capacidad proliferativa y malignidad), presenta mayor expresiéon de MRP4 (Figuras 5.26) y en
consecuencia mayor capacidad de extrusion de AMPc (Figura 5.28) o mayor acumulacion de i-
AMPc al inhibir MRP4 (Figura 5.29) respecto a CAKI-1, el trabajo se enfocé en esta linea celular
como modelo de CRCC.

Cuando las células CAKI-2 fueron expuestas al inhibidor MK-571 (25 uM; inhibidor farmacoldgico

selectivo de MRP4) y simultdneamente se estimuld la produccién de i-AMPc con FSK (25 uM)
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durante 18-24 horas, las células mostraron cambios muy notables en su morfologia celular

(extension del citoplasma y adelgazamiento celular) compatible con estrés celular.

Control

FSK + MK-571

Figura 5.34. Cambios fenotipicos inducidos por estrés celular. Microfotografias de la linea celular CAKI-2
sometida a diferentes tratamientos durante 18-24 horas. Las células tratadas tienen morfologias muy
diferentes (alargadas y delgadas) en comparacion con el control (morfologia poliédrica), principalmente
cuando el tratamiento es sinérgico (FSK 25 uM + MK-571 25 uM). Los cultivos celulares y los ensayos
farmacoldgicos se analizaron por triplicado. Aumento 200x.

Por otro parte, ya se demostrd anteriormente de manera empirica y de forma bibliografica
(Guijas et al., 2014) que una considerable medida de evaluacidon del estrés celular es la
observaciéon de LD (Figura 5.20). Utilizando el tratamiento sinérgico (FSK 25 pM + MK-571 25
MM) durante 18 horas y diferentes enfoques, como el analisis por citometria de flujo y
microscopia confocal, se determiné que el nimero de LD aumenté en dichas condiciones
experimentales. La Figura 5.35 C muestra un aumento en la intensidad de fluorescencia de los
medios (MFI) de las células tratadas (FSK + MK-571, ambos 25 pM) en comparacion con las
células controles (diferencia entre medias: 81,33 £ 5,81; p = 0,0002), después de la tincién con
Bodipy®, un colorante especifico de LD.

Simultaneamente, se observaron células CAKI-2 mediante microscopia confocal utilizando
18:1n-9 (30 uM) como control positivo para permitir la biogénesis de LD (Ohsaki et al., 2010;
Spangenburg et al., 2011). Mientras que los LD inducidos por 18:1n-9 mostraron una disposicién
apical denotando polarizacién celular, la imagen microscépica de las células tratadas con el
inhibidor de MRP4 y FSK (ambos 25 uM) demostré mas bien una distribucién de fluorescencia
con patrén citoplasmatico, compatible con un mayor nimero de LD y mas pequefios (Figura 5.35

E y F respectivamente).
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Figura 5.35. Cambios fenotipicos en CAKI-2 inducidos por la inhibicion farmacolégica de MRP4. (A)
Estrategia de seleccidn de células controles y tratadas. (B) Adquisicién de 2.10* eventos en modo lineal
de células CAKI-2 controles (rojo) y tratadas con FSK 25 uM + MK-571 25 uM (azul) durante 18 horas,
ambas tefiidas con Bodipy®. Se observé un desplazamiento a la derecha de las células tratadas, lo cual
indica un aumento de LD citoplasmaticas (sefial de estrés celular). (C) Intensidad de fluorescencia de los
medios (porcentaje MFI) en las poblaciones celulares controles y tratadas. (D) Microscopia confocal de
células CAKI-2 controles. (E) Control positivo de la biogénesis de LD inducida por 18:1n-9 (30 uM). (F).
Células CAKI-2 tratadas (MK-571 + FSK; ambas 25 uM). Aumento original 400x. Los cultivos celulares, los
ensayos de citometria de flujo y la microscopia confocal, fueron analizados por triplicado. El andlisis
estadistico se llevd a cabo mediante el software GraphPad Prism 7 — unpaired t test. Los valores son
expresados como la media + SEM. *** p < 0,001.

Para determinar diferencias cualitativas y cuantitativas en la composicién bioquimica de estos
LD, se analizé6 mediante GC/MS el perfil de acidos grasos contenidos en las fracciones de PLs,
TAG y CE en las células CAKI-2 controles y tratadas con FSK 25 uM y MK-571 25 uM por 18-24
horas. Se observé mayor acumulacién de SFAs, principalmente 16:0 y 18:0 (4cido palmitico y
acido estedrico respectivamente) en las fracciones de TAG y CE, en células tratadas
simultdaneamente con FSK 25 uM y MK-571 25 uM. En contraste, la fraccion de PLs no mostré
cambios significativos en la composicién de acidos grasos entre las células tratadas y los

controles (Figura 5.36).
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Figura 5.36. Perfil Lipidomico de células CAKI-2 sometidas a FSK 25 uM y MK-571 25 pM. Se obtuvieron
las fracciones lipidicas de las células controles y tratadas por 18-24 horas. El contenido de las especies de
PLs, TAG y CE se analiz6 por GC/MS. Se observd mayor contenido de los 4cidos grasos 16:0 y 18:0 en las
células tratadas simultdaneamente con FSK 25 uM y MK-571 25 uM en las especies correspondientes a TAG
y CE. No se observan modificaciones significativas en la fraccidn de PLs. Los cultivos celulares y los ensayos
lipidémicos se analizaron por triplicado. El anadlisis estadistico se llevd a cabo mediante el software
GraphPad Prism 7 - Analisis de Two-way ANOVA, Multiples comparaciones. Los valores son expresados
como la media + SEM. * p < 0,05.

Cuando se ensayaron los tratamientos de inhibicidn antes mencionados en los cultivos de células
CAKI-2, pero a tiempos superiores a las 24 horas (48 y 72 horas de tratamientos), se observé una

reduccion importante en la viabilidad celular (Figura 5.37).
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Figura 5.37. Viabilidad de células CAKI-2 sometidas a inhibidores de MRP4. Las células CAKI-2 tratadas
con MK-571 25 uM o Probenecid 0,5 mM (en ambos casos en presencia de FSK 25 uM) durante 48 y 72
horas, exhibieron alteraciones en la viabilidad celular. Los cultivos celulares y los ensayos de inhibicion de
MRP4 se analizaron por triplicado. El analisis estadistico se llevé a cabo mediante el software GraphPad
Prism 7 - Andlisis de One-way ANOVA, Multiples comparaciones. Los valores son expresados como la
media £ SEM. **** p < 0,0001.
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La viabilidad y/o la proliferacién celular comprometida de las células CAKI-2, observadas a las 48
horas de tratamiento de inhibicidn de MRP4 con FSK 25 uM + MK-571 25 uM, fue compatible
con el aumento de eventos en la etapa Sub GO (19,1%) del ciclo celular, cuando se repitieron las

condiciones experimentales y se analizaron por citometria de flujo (Figura 5.38).
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Figura 5.38. Ciclo celular de células CAKI-2 sometidas a inhibicién farmacolégica de MRP4. La evaluacion
de la inhibicion de la proliferacion por citometria de flujo y tinciéon con Pl mostré una acumulacion celular
significativa en la etapa Sub GO de las células CAKI-2 tratadas con FSK + MK-571 (ambas 25 uM) durante
48 horas. Se utilizo Estaurosporina (STP 1 uM) como control positivo de apoptosis celular. Los cultivos
celulares y los ensayos de inhibicién de MRP4 se analizaron por triplicado. El analisis estadistico se llevo a
cabo mediante el software GraphPad Prism 7 - Analisis de Two-way ANOVA, Multiples comparaciones.

Evidentemente, la inhibicidn farmacoldgica de MRP4 podria resultar en inhibicion de Ia
proliferacién celular o mas bien, en apoptosis celular. Por consiguiente, se evalué mediante ICQ
la activacion de caspasas (Caspasa-3; via efectora de apoptosis) cuando las células CAKI-2 fueron
sometidas a la accidn del inhibidor MK-571 (25 pM) en presencia de FSK (25 uM). La Figura 5.39
muestra mediante inmunodeteccidn la activacidn de caspasa-3 en las células tratadas con MK-

571 (25 uM).
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Figura 5.39. La inhibicién de MRP4 indujo apoptosis en células CAKI-2. Se estudio la activacién de caspasa

3 por ICQ. Las células CAKI-2 expuestas a FSK + MK-571 (ambas 25 uM) por 48 horas mostraron

inmunomarcacidn extensa de caspasa 3, de manera similar a las células tratadas con Estaurosporina (STP;

1 uM) como control positivo de apoptosis. Magnificaciéon 400x. Los cultivos celulares y los ensayos de
apoptosis por ICQ se analizaron por triplicado.
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No obstante, los diferentes farmacos antineoplasicos y algunos mediadores fisiolégicos
enddgenos, como es el caso de los eicosanoides, han sido reportados previamente como
sustratos principales de MRP4 (Russel et al., 2008). En orden de determinar si dichas moléculas
de caracter lipidicas podrian acumularse en el compartimento citoplasmatico y posteriormente
influir con la proliferacién celular (al igual que el AMPc previamente demostrado), se midio el
perfil de eicosanoides en células CAKI-2 en las condiciones experimentales descritas
previamente, es decir, en presencia del MK-571 y FSK (ambos 25 uM). Usando extraccion en fase
solida y HPLC acoplado a espectrometria de masas en tandem (TQP), se determind un conjunto
de 20 eicosanoides en las fracciones intracelulares y en el sobrenadante de los cultivos celulares
en cuestion. Luego, de evaluar su produccién en un amplio rango de exposicion temporal (de 1-
24 horas), no se hallaron diferencias significativas en el perfil de eicosanoides en el espacio
intracelular. Por el contrario, en el espacio extracelular se observd acumulacién de algunos
eicosanoides como 12-HETE, tetranor-12-HETE y 14-HDoHE en las células CAKI-2 sometidas al
inhibidor de MRP4 (Figura 5.40). Estas diferencias fueron evidentes a partir de las 18 horas de
exposicién, momento en el que ya se demostrd, inicia el proceso de estrés celular, y
posteriormente (48 horas) muerte celular por apoptosis. Estos resultados son compatibles con
la hipdtesis de que el AMPc es el metabolito hasta ahora involucrado principalmente en los
efectos bioldgicos descritos anteriormente.

En conjunto, todos estos datos sugieren que, la inhibicidn de la funcion de MRP4 conduce a un
desequilibrio de sus respectivos sustratos, provocando asi inhibicién de la proliferacion celular
y posterior induccion de apoptosis. Simultdneamente, dicha inhibicion farmacoldgica causé

cambios fenotipicos asociados al perfil lipidico celular.
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Figura 5.40. Perfil de eicosanoides en los sobrenadantes de las células CAKI-2 tratadas con el inhibidor
de MRP4 (MK-571). El espacio extracelular muestra acumulacién de algunos eicosanoides como 12-HETE,
tetranor-12-HETE y 14-HDoHE. Las diferencias respecto al control son mas notables a partir de las 18 horas
de inhibicién farmacoldgica. Los cultivos celulares y los ensayos lipiddomicos se analizaron por triplicado.
El analisis estadistico se llevd a cabo mediante el software GraphPad Prism 7 - Andlisis de Two-way
ANOVA, Multiples comparaciones. Los valores son expresados como la media + SEM. * p < 0,05.

5.1.5. Estudio de la expresiéon de MRP4 en condiciones hipdxicas

Se demostré que MRP4 presenta un patron de expresién diferencial en tumores respecto a las
secciones de tejidos controles consideradas normales, y también se observé la existencia de una
expresion heterogénea de MRP4 en fracciones intratumorales: mayor expresion de MRP4 en el
core respecto a la periferia tumoral. Ademas, se demostré que células expuestas a mayor grado
de hipoxia como células CAKI-2 tratadas con 300 uM de CoCl; (o células del core tumoral)
evidenciaron mayor expresién de SCD-1, quien a su vez manifestd una correlacién directa con la
produccién de 18:1n-9 y con Ki-67 (marcador de proliferacién celular). En concordancia con esta
idea, el modelo de células CAKI-2 mostro la existencia de una relacion directa entre el nivel de
expresion de MRP4 y la capacidad de proliferacion de esta linea celular. Por otro lado,
numerosas publicaciones, indican que las células halladas en el core de los tumores a menudo
se encuentran en hipoxia debido a su incapacidad para acceder a los capilares sanguineos o al
deterioro de estos uUltimos (Chanmee et al., 2014; Khan & Kerbel, 2018). Teniendo en cuenta
todo lo anteriormente mencionado, se investigd la existencia de una asociacién directa entre
ambos fendmenos: la hipoxia y la expresion de MRP4. Para verificar dicha hipodtesis, se utilizaron
concentraciones no citotodxicas de CoCl..

Visto que exposiciones de 400 pM de CoCl, por un lapso de 24 horas provocé reduccion en el
porcentaje de viabilidad celular de la linea CAKI-2 (Figura 5.16), se repitié la evaluacién de la
expresion de HIF-2A hasta 300 uM de CoCl,, tanto por qPCR (Figura 5.41 A) como por ICQ (Figura
5.41 B - C). Los resultados demostraron que las células controles expresaron de manera basal
HIF-2A y presentaron un patron de inmunomarcaciéon citoplasmatico débil y homogéneo, en
contraste con las células tratadas (por ejemplo, 300 uM) que revelaron nuevamente una
sobreexpresion del ARNm y una translocacién de la proteina desde el citoplasma al nucleo,

manifestando un patron de inmunomarcacién perinuclear o nuclear (Figura 5.41 C - Ver flechas).
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Figura 5.41. Expresion de HIF-2A en células CAKI-2 en condiciones de hipdxia quimica. (A) Variaciones
significativas en la expresién del ARNm de HIF-2A son observadas a partir de 200 uM de CoCl.. (B) Las
células controles exhiben un patrén de inmunomarcacién citoplasmatica débil y homogénea. (C) Las
células tratadas con CoCl2 300 uM revelaron marcacién perinuclear o nuclear (flechas negras). Aumento
100x (cuadrantes inferiores derechos 400x). Los cultivos celulares y los ensayos se analizaron por
triplicado. El andlisis estadistico se llevd a cabo mediante el software GraphPad Prism 7 - Andlisis de One-
way ANOVA, Multiples comparaciones. Los valores son expresados como la media = SEM. * p < 0,05, ***
p < 0,001.

Confirmado que mediante la utilizacién de CoCl, se obtiene un microambiente hipdxico, se
evalud la expresion de MRP4 en las mismas condiciones antes mencionadas. Se encontré un
aumento de la expresion relativa del ARNm de MRP4 dependiente de la concentracién de CoCl..
Particularmente con 300 uM CoCl,, se detectdé un aumento de 10 veces la expresion de MRP4

(Figura 5.42).
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Figura 5.42. Expresion del ARNm de MRP4 medida en condiciones de normoxia e hipoxia quimica.
Obsérvese la sobreexpresion del ARNm de MRP4 en células CAKI-2 expuestas a un microambiente
hipdxico. Los cultivos celulares y los ensayos de RT-gPCR se analizaron por triplicado. El analisis estadistico
se llevd a cabo mediante el software GraphPad Prism 7 - Andlisis de One-way ANOVA, Mudltiples
comparaciones. Los valores son expresados como la media + SEM. * p < 0,05, **** p < 0,0001.
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6.1. CRCCYy el microambiente hipdxico

A pesar de los avances terapéuticos logrados al presente mediante diversos tratamientos,
utilizando inhibidores de receptores de tirosin quinasas combinados con inmunoterapias, el
cancer de rifidn aun causa aproximadamente cien mil muertes al afio en todo el mundo. Debido
a esto, es inminente el desarrollo de estrategias terapéuticas efectivas y seguras basadas en los
mecanismos que gobiernan esta patologia (Combe et al., 2015; Motzer et al., 2019).

En este trabajo, se estudié la proliferacion, supervivencia y apoptosis de células de CRCC
mediante la evaluacién de dos proteinas principales, una enzima desaturasa de reticulo
endoplasmatico conocida como SCD-1, y una bomba de eflujo de membrana celular denominada
MRP4. Sin embargo, la expresidon/actividad de dichas proteinas, se encuentran reguladas por
ciertos factores de influencia directa como HIF-1a, HIF-2a, EPO, EPO-R, VEGF, VEGFR-2, AMPcy
su microentorno tumoral hipdxico, los cuales cumplen un rol indispensable en los procesos antes
mencionados.

Los CRCC se caracterizaron por mostrar macroscopicamente en el centro del tumor abundante
contenido lipidico, mientras que en los limites de éste se observd necrosis y/o fibrosis junto con
zonas hemorragicas. Conjuntamente, las muestras tumorales presentaron una cdpsula o
pseudocapsula bien circunscrita que separaba el tumor de tejido adyacente, en concordancia
con lo hallado en bibliografia (Grignon & Che, 2005). Con el fin de abordar estas diferencias en
la heterogeneidad del tumor, se desarrollé un analisis separado del core y la periferia tumoral
en comparacion con el tejido renal adyacente control considerado normal, conforme a otros
estudios centrados en CRCC (Ricketts & Linehan, 2014; Saito et al., 2016).

Se sabe que las células tumorales a menudo requieren adaptarse y sobrevivir en condiciones
hipéxicas. Los HIFs son importantes mediadores en dicho ajuste, y ellos a su vez controlan genes
implicados en el fenotipo y la progresion del tumor (Kaidi et al., 2006; Miyake et al., 2013). Las
dos isoformas mejor caracterizadas son HIF-1a y HIF-2a. Los resultados comparativos aqui
obtenidos, mostraron sobreexpresion de HIF-1a y HIF-2a en la mayoria de las muestras de
CRCC y en los ensayos in vitro con lineas celulares de CRCC respectivamente. Aunque la
mayoria de sus funciones se superponen, las mismas son controvertidas (Chuang et al., 2008; Y.
Zhang et al., 2013). Estudios llevados a cabo por Wiesener et al., evidencian de manera in vivo
la vinculacién entre la regulacidn positiva de HIF-1a y la inactivacion funcional del gen Von
Hippel-Lindeau (VHL) en el CRCC (Wiesener et al., 2001; Kaelin, 2007). Por otro lado, Chuang y
colaboradores han descrito sobre el papel de HIF-1a en la transicidn epitelial-mesenquimal en
células de cancer renal (Chuang et al., 2008). Es bien sabido que la transicién epitelial-

mesenquimal es un proceso en el que las células epiteliales polarizadas se convierten en células
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mesenquimales moviles por alteraciones en la adhesién, morfologia, arquitectura celular y
capacidad de migracion (Tun et al., 2010).

En un ambiente hipdxico, HIF-1a activado aumenta la actividad de Snail y Twist, dos factores de
transcripciones que reducen la expresiéon de E-caderina y promueven de esta manera la
transicion epitelial-mesenquimal; aun mas, promueve los procesos de invasion, cambio de
fenotipo similar a células madre cancerosas y resistencia a la quimioterapia.

HIF-1a también puede intervenir en la expresién de enzimas que polimerizan y regular la
alineacién de las fibras de colageno y la actividad de integrinas para promover la migracién de
las células tumorales (Jing et al., 2019).

Por otra parte, los tumores mas grandes exhiben mayores condiciones hipdxicas, esto
desencadena una mayor expresion de los HIFs y mayor sintesis de VEGF (Rioux-Leclercq et al.,
2007). Ademas, se ha demostrado que la expresion de estas proteinas estan involucradas en el
crecimiento y agresividad tumoral, asi como en la metastasis y progresion del cancer (Badalian
et al., 2007) y, por lo tanto, proporcionan objetivos para terapias antiangiogénicas (Fallah et al.,
2019; Orevi et al., 2009; Yang & Chen, 2020; Masoud & Li, 2015).

Se han comunicado resultados contradictorios sobre la importancia de la sobreexpresion de
VEGF en relacién con el grado nuclear, estadio tumoral y neovascularizacién en CCR (Paradis et
al., 2000; Song et al., 2014; Yoshino et al., 1998). En el estudio actual, se observé la coexpresion
de VEGF y VEGFR-2 en etapas tempranas del CRCC, lo que refuerza la evidencia del fenotipo
proangiogénico que adopta dicho cancer (Song et al., 2014).

Por otra parte, EPO también se encuentra bajo el control directo de la hipoxia, debido a la unién
de HIF-1a al elemento sensible a la hipoxia del gen EPO (Lappin & Lee, 2019; G. L. Wang &
Semenza, 1995). En consecuencia, la sobreexpresion de EPO y EPO-R en células cancerosas
podria contribuir a la agresividad tumoral. Sin embargo, la contribucion del par EPO/EPO-R a la
progresion del cancer no es completamente entendido debido a que su influencia en los
diferentes carcinomas parecen ser bastantes variables (Baltaziak et al., 2013; Liang et al., 2014;
Morais et al., 2013; Seibold et al., 2013).

Algunos articulos han comunicado que los CRCC coexpresan consistentemente EPO y EPO-R (Bai
etal, 2017;Y.S. Lee et al., 2005) y se ha demostrado que la expresidn citoplasmatica de EPO en
este carcinoma posee una asociacion inversa con la supervivencia de los pacientes (Michael et
al., 2007). Por otro lado, también se ha informado de la coexpresion de EPO y EPO-R en CRCC
sin implicancias en el prondstico (Papworth et al., 2009). Por lo cual, la importancia clinica de

todos estos hallazgos en el tiempo presente es controvertido.
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Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron una fuerte sobreexpresion de HIF-1a,
EPO y EPO-R en CRCC en concordancia con los hallazgos de Papworth et al., 2009. Sin embargo,
cuando la expresion de EPO se relaciond con la etapa TNM y los grados nucleares en muestras
de CRCC, una fuerte diferencia significativa se observé en el grupo de etapa inicial (T1G1). Estos
resultados son diferentes de los reportados por los mencionados autores, quienes hallaron
mayor expresién de EPO en las etapas superiores de los tumores (lll — IV). Por lo tanto, se
hipotetizé que la sobreexpresidon de EPO en etapas primarias del tumor podria ser esencial para
desencadenar la proliferacion celular.

Por otra parte, una caracteristica metabdlica universal de las células tumorales en divisién es un
aumento de la actividad de la via lipogénica como consecuencia de enormes demandas de
lipidos necesarios para la sintesis de membranas bioldgicas, reservas energéticas, transduccidn
de senales, entre otros. Numerosas observaciones han demostrado que esta demanda se
satisface con un aumento de la biosintesis de los lipidos de novo. Por lo tanto, el proceso de
sintesis de lipidos en si puede contribuir al fenotipo tumorigénico (Peck & Schulze, 2016; Santos
& Schulze, 2012). Diversas enzimas (como por ejemplo acetil-CoA acetiltransferasa; ATP citrato
liasa; acil-CoA sintetasa, estearoil-CoA desaturasa, entre otras) que participan en la biosintesis
de 4cidos grasos y colesterol son reguladas por las proteinas de unidn al elemento regulador de
esteroles (SREBPs), y algunas de ellas muestran sobreexpresion en diferentes tipos de cancer.
SCD-1, un objetivo de las SREBPs ha sido observado sobreexpresado en varios tipos de tumores
(Angelucci et al., 2015; D Hess & Igal, 2011). Von Roemeling y colaboradores han demostrado
que la sobreexpresién de SCD-1 acrecienta la viabilidad y progresion del CRCC; por lo que ellos
han propuesto a SCD-1 como un nuevo objetivo terapéutico (Christina A. Von Roemeling et al.,
2013). Los resultados informados en este trabajo mostraron un aumento de SCD-1 en CRCC
tanto a nivel del ARNm como de la proteina, y dicho aumento mostré cambios notables segun
el tamafno del tumor y el grado nuclear Fuhrman. Por otra parte, también se observé una
correlacion positiva entre SCD-1 y HIF-1a, asi como entre SCD-1 y Ki-67. Estos resultados
concuerdan con los hallados en carcinoma colorrectal por Valli et al., quienes concluyen que
tanto la expresién como la actividad de la enzima SCD-1 se encuentran regulados por HIF-1a
(Valli et al., 2014). En tanto Kelin She et al., demostraron sobreexpresion de SCD-1 en carcinoma
de pulmén en lineas celulares humanas (A549) y en un modelo in vivo murino; asi también
determinaron correspondencia entre la expresién de SCD-1, el grado de proliferacion celular
(medido por el indice Ki-67) y la resistencia a la terapia antitumoral (She et al., 2019). Estos
resultados intentan demostrar la implicancia del microambiente hipdxico tumoral en la

regulacién de enzimas clave necesarias para la proliferacion celular descontrolada.

96



Capitulo 6 — Discusién

Estos nuevos datos, obtenidos en medicion simultanea de ligandos y receptores implicados en
la hipoxia tumoral, complementan la informacién bibliografica hasta ahora disponible, donde se
propone la inhibicién de la enzima SCD-1 como una potencial estrategia terapéutica para

detener la proliferacion celular del CRCC (Christina A. Von Roemeling et al., 2013).

6.2. SCD-1esunaenzima clave para la sefializacién celular lipidica en CRCC

Previamente se ha observado que las enzimas implicadas en las rutas de biosintesis de acidos
grasos son esenciales para el crecimiento y supervivencia de las células cancerosas. Actualmente
se las estudian como posibles dianas con fines terapéuticos (Currie et al., 2013). Entre ellos, se
demostrd que SCD-1 es un regulador clave del equilibrio MUFA/SFA en varios tipos de tumores,
y su blogueo desencadena apoptosis celular (Mason et al., 2012; Minville-Walz et al., 2010).

El analisis de las muestras renales determiné un elevado contenido de lipidos en el core tumoral,
el cual se mostré como un patrdn constante. Al desarrollar un estudio mds amplio de lipidomica
no dirigida, se determind que estos tumores poseen grandes acumulaciones de CE y TAG (Figura
5.11), resultados que se encuentran en consonancia con la bibliografia analizada (Saito et al.,
2016). Este desequilibrio en el balance lipidico esta asociado con las condiciones particulares
que adoptan las células tumorales, para adecuar su metabolismo a un crecimiento sin control y
continuo (Beloribi-Djefaflia et al., 2016; Hanahan & Weinberg, 2011). Por lo tanto, en este
trabajo de tesis se analizd los niveles de acidos grasos en los PLs y los lipidos neutros (TAG y CE).
Los resultados obtenidos mediante ensayos lipiddmicos demostraron que el perfil de acidos
grasos en la fraccién de PLs no manifestd marcadas diferencias cuando el control se comparé
con las secciones tumorales: core y periferia. Ambas secciones (normal y tumoral) poseian tipos
y cantidades de acidos grasos similares, con la excepcion del acido oleico (18:1n-9) y acido
araquidonico (20:4n-6), los cuales se incrementaron en el core tumoral. Sin embargo, la
distribucidn de acidos grasos en las fracciones de TAG y CE en la regidon tumoral, mostraron
sensibles cambios respecto al control, pero principalmente una mayor cuantia de lipidos en el
core tumoral (Figura 5.11). El acido palmitico (16:0), acido estearico (18:0) y en particular
18:1n-9, aumentaron considerablemente en el core tumoral en comparacidon con la periferia
o el tejido normal en las fracciones correspondientes a los lipidos neutros.

Informes anteriores han demostrado que la inhibicién farmacolégica de SCD-1 induce la
apoptosis celular y, por lo tanto, podria ser un objetivo terapéutico atractivo en el tratamiento
del cancer (Daniel Hess et al., 2010; Christina A. Von Roemeling et al., 2013). Sin embargo, no
hay informes que muestren los cambios lipidémicos que causa esta inhibicién en CRCC. En este

trabajo mediante ensayos in vitro de inhibicion enzimatica con células CAKI-2, se hallé6 un

97



Capitulo 6 — Discusién

aumento significativo del acido estedrico y la consiguiente disminucién del 18:1n-9,
consecuencias atribuibles a la neutralizacion de la actividad de la enzima desaturasa en estudio
(Figura 5.13). También se observd que tiempos mds prolongados (24 horas) de exposicion al
inhibidor enzimatico (CAY 10566, 3 uM), generaron reducciones drasticas en la viabilidad celular.
El papel esencial de SCD-1 en la mitogénesis de células cancerosas, fue demostrado por varios
trabajos en los que la supresion de dicha enzima por medios genéticos y/o farmacoldgicos
condujo a una tasa mas lenta de proliferacion celular y disminucion de la supervivencia (Christina
A. Von Roemeling et al., 2013). En este estudio, se determind que la tasa de inhibicién de la
viabilidad en las células CAKI-2 tratadas con CAY 10566 estaba fuertemente correlacionada
con el grado de inactivacidn de SCD-1, estableciendo asi una relacidn positiva entre la tasa de
sintesis de MUFAs y la replicacion celular, y como ya se mencion6 anteriormente se vuelve a
verificar la relacidn existente entre Ki-67 y SCD-1. Por esta razoén, tras iniciar la inhibicion de la
enzima, en diferentes momentos se restaurd el 18:1n-9 en los cultivos celulares y se observé
modificaciones en la viabilidad celular, en comparacién con las células tratadas Unicamente con
CAY 10566. Tomando en conjunto, el perfil lipiddmico y los experimentos de viabilidad celular,
se concluyé que los cambios en los niveles de 18:1n-9 son criticos para estas células tumorales.
Simultaneamente, se ha observado que el contenido en exceso de acidos grasos de cadena larga,
especialmente los SFA, desencadena la muerte celular programada en un proceso conocido
como toxicidad mediada por lipidos o lipoapoptosis (Schaffer, 2003). Por lo tanto, estos dos
efectos (aumento de SFA y disminucion de 18:1n-9, causada por la inhibicion de SCD-1)
evidentemente sinergizan y explican la citotoxicidad observada por inhibicién farmacoldgica a
largo plazo.

Por otro lado, y como ya se ha mencionado, se ha informado que los HIFs cumplen un rol crucial
en la modulacién de respuestas hipdxicas celulares, al verse alterado el metabolismo celular,
que incluye modificaciones en la expresién génica de elementos asociados al metabolismo
glucidico y lipidico, promoviendo asi la progresién tumoral (Beloribi-Djefaflia et al., 2016; Fujisue
et al., 2013). Se ha demostrado que la hipoxia estimula la expresién de SCD-1 y la proliferacion
en células madre mesenquimales humanasy en CRCC (H. J. Lee et al., 2015; Y. Zhang et al., 2013).
En este estudio, luego de someter a la linea celular CAKI-2 a un proceso de hipoxia quimica in
vitro, se determind una sobreexpresion de la enzima SCD-1 (200 veces; dosis dependiente de
CoCl,), imitando de esta manera las condiciones microambientales del core tumoral (Chanmee
et al., 2014). En este sentido, aunque existen evidencias de que SCD-1 puede ser modulada por
mecanismos postranscripcionales que involucran vias dependientes e independientes de
ubiquitina-proteasoma (Kato et al., 2006), los niveles de SCD-1 de mamiferos parecen estar

determinados principalmente por su tasa de transcripcion (Igal, 2010).

98



Capitulo 6 — Discusién

La adaptacion al estrés hipdxico es fundamental en la progresion y malignidad tumoral (Arvelo
& Cotte, 2009; Khouzama; et al., 2020; Muz et al., 2015). Dado que la hipoxia celular generé
aumentos en la produccién de 18:1n-9, en consecuencia, las células CAKI-2 mostraron una
biogénesis de LD crecientes, y esto se encontré en linea con la dosis de CoCl; utilizada. Ademas,
se utilizé una sobrecarga de 18:1n-9 en las mismas células, para demostrar simultdneamente
que el aumento de 18:1n-9 es responsable de la amplificacion en el nimero de LD. La
acumulacién de LD citoplasmaticos, es un claro signo de adaptacién al estrés celular. Por lo
tanto, la lipotoxicidad que implica el aumento de la sintesis de lipidos se neutraliza (o al menos
en parte) con la produccidn de estos organulos (Koeberle et al., 2012; Qin et al., 2020).

A diferencia de otros organulos, la biogénesis y la degradacién de LD deben analizarse en el
contexto de la sintesis y la renovacién de sus componentes principales: los lipidos neutros. Su
sintesis esta impulsada por la disponibilidad de precursores como TAG y CE (Grignon & Che,
2005; Ricketts & Linehan, 2014). Por lo tanto, luego se realizd un anlisis lipidémico usando
GC/MS para determinar los niveles de acidos grasos en los PLy los lipidos neutros. En la fraccidon
de PL, se observaron importantes disminuciones en los SFA 16:0 y 18:0, lo cual concuerda con el
incremento de la expresidon de SCD-1. Sin embargo, no se observé cambios en los niveles de
18:1n-9 en esta fraccidn. Por el contrario, los aumentos de 18:1n-9 se observaron en lipidos
neutros, principalmente en los CE. Dado que estas disminuciones en los SFA no estan
relacionadas cuantitativamente con el 18:1n-9 recién formado por la catalisis de SCD-1, la mayor
parte del 18:1n-9 debe redirigirse a la oxidacidon mitocondrial (Tamura et al., 2019) o, mas
probablemente (dado el contexto hipodxico), liberarse al espacio extracelular. Por lo tanto, todos
los tipos de carcinomas que sobreexpresan esta enzima muestran altas tasas de proliferacion
celular, y esto solo puede hacerse en contextos celulares con alta produccidn de energia
metabdlica (Hess et al., 2010; Igal, 2010; Mason et al., 2012; Noto et al., 2013; Roongta et al.,
2011; Scaglia et al., 2009).

Los hallazgos aqui descritos apoyan el concepto de que SCD-1 puede ser un objetivo
potencialmente util para el desarrollo de futuros tratamientos del CRCC (Von Roemeling et al.,
2013)(Peck et al., 2016) centrados en el disefio especifico de inhibidores de la actividad catalitica
de esta enzima (Imamura et al., 2017). Asimismo, la asociacion de inhibidores de SCD-1 con
agentes terapéuticos dirigidos a las vias de sefializacidén y sus receptores (es decir, cascadas
mediadas por tirosina quinasa, como pazopanib, sunitinib, axitinib y cabozantinib, o
temsirolimus, que se dirige a mTOR, entre otros) que ya se encuentran en uso en oncologia
médica, también podria ser una opcidn atractiva de futura implementacién (Motzer et al., 2019).

A pesar de estas consideraciones hipotéticas, establecer el valor de los inhibidores de SCD-1
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como agente protector para el tratamiento de CRCC requerird pruebas experimentales mas

extensas y una validacidn preclinica cuidadosa.
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6.3. MRP4 es un transportador que regula el balance de AMPc y esta

implicado en la proliferaciéon celular en CRCC
Desde hace mucho tiempo se tiene conocimiento, de que uno de los mecanismos de resistencia
adquirido por los tumores se basa en la existencia de proteinas de transporte dependientes de
la hidrdlisis de ATP encargada de la extrusién de quimioterapéuticos (Li et al., 2017; Y.-K. Zhang
et al., 2015). Entre ellos, se ha descrito a la proteina MRP4 como responsable (o al menos en
parte) de la quimioresistencia o como factor esencial para la proliferacién celular en muchos
tumores, como por ejemplo, pancreas (Z. Zhang et al., 2012), neuroblastoma (Huynh et al.,
2012), leucemia mieloide aguda (Copsel et al., 2011b), pulmén (Zhao et al.,, 2014), ovario
(Bagnoli et al., 2013), esofago (Sun et al., 2014), vesicula biliar (Ituarte et al., 2019), colon (Holla
et al., 2008; Wang et al., 2015); asi también se lo ha postulado como un marcador prondstico

debido a su sobreexpresién en comparacion a los tejidos normales donde la expresién es muy

débil (Bagnoli et al., 2013; Morrissey et al., 2013).

Mientras que otros MRP se han informado aumentados en diferentes tipos de tumores, en

este trabajo, se informa por primera vez, que MRP4 se sobreexpresa en CRCC.
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Asi, utilizando algoritmos de busqueda en plataformas virtuales, se desarrollé un analisis in silico
de la expresién del ARNm de dos transportadores con sentido opuestos de bombeo: MRP4 y
OATPAC1 (Morrissey et al., 2013). Como se muestra en los resultados obtenidos, la combinacion
de la sobreexpresiéon de MRP4 y la regulacion a la baja de OATP4C1 muestra el escenario ideal
para proponer MRP4 como posible objetivo de accién farmacoldgica. En este estudio, se
encontré que todos los CRCC sobreexpresaron MRP4. Esto es muy llamativo y distinguible, ya

gue los tejidos renales normales presentan niveles bajos de expresiéon de MRP4.

Un estudio protedmico de transportadores funcionales en la corteza renal sana, determiné
niveles de expresiones muy bajas para MRP4 (menos a 1 pg/mg de proteina) (Prasad et al.,

2016), lo cual concuerda con los resultados obtenidos por inmunoblotting en este trabajo.

Por tanto, la expresion de MRP4 observada aqui es comparable a las informadas en tumores de
pancreas (Carozzo et al., 2019; Z. Zhang et al., 2012), colon (Holla et al., 2008), osteosarcoma
(Lin et al.,, 2015), y se considera sobreexpresado en comparacién con ciertas leucemias

(Oevermann et al., 2009).

El analisis por secciones (core tumoral, periferia tumoral y tejido renal adyacente) de la
expresion/localizacion de MRP4, demostré una marcada heterogeneidad de expresion de este
transportador en los tejidos tumorales, algo ya descrito para MRP4 en tumores de prdstata

(Montani et al., 2013).

Dadas las posibles implicancias terapéuticas que se han descrito para MRP4 en otros
carcinomas, y con el fin de desarrollar algunas pruebas funcionales, se estudié a MRP4 en lineas

celulares, para validar un modelo de andlisis in vitro de este transportador.

Como se menciond anteriormente, primero se utilizaron dos lineas celulares con diferentes
grados de diferenciacidn, CAKI-1 obtenida de una metastasis cutdnea de carcinoma renal (bien
diferenciado) (Glube et al., 2007), y la linea celular CAKI-2, proveniente de un CRCC (menos
diferenciado) (Myszczyszyn et al., 2015; Peng et al., 2016). Asi, en linea con lo observado por
Carozzo y colaboradores, quienes analizaron la correlacién entre el grado de diferenciacidn vy la
expresion de MRP4 en tres lineas celulares de cancer de pancreas (Carozzo et al., 2019), se
observé que los niveles de MRP4 en CAKI-2 fueron ligeramente mas altos que los de CAKI-1
tanto a nivel transcripcional (expresion del ARNm) como traduccional (expresion proteica). De
manera similar se observé la misma tendencia en leucemias (Copsel et al., 2011a; Oevermann
et al, 2009) y linfomas (X. Zhang et al.,, 2015), donde la malignidad y el grado de

desdiferenciacidon estan notablemente relacionados.
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Dado que ambas lineas CAKI expresaron MRP4, a continuacion, se evalud sus facultades
funcionales para extruir AMPc en cultivos in vitro. Como se esperaba (por asociacién a su baja
diferenciacidn), CAKI-2 mostré una mayor capacidad de extrusién de AMPc (aproximadamente
30%), confirmando de esta manera que dicha linea celular presenta realmente mayor expresion

del transportador MRP4.

Adicionalmente, se confirmé la implicancia de MRP4 en el proceso de extrusién de AMPc,
utilizando inhibidores farmacolégicos selectivos del transportador en estudio. Por lo tanto, se
revalidé el papel que posee MRP4 para modular los niveles de AMPc tanto en los
compartimentos intracelulares como extracelulares. En base a estos hallazgos, y como se
muestran en los resultados obtenidos por XTT, CAKI-2 posee una tasa de proliferacion superior
a CAKI-1. Estos datos también confirmaron que, en carcinomas renales, una mayor expresion de

MRP4 se asocia con una mayor tasa de duplicacién y, en consecuencia, mayor malignidad.

Diferentes estudios demostraron que MRP4, MRP5 y MRP8 inducen la extrusién de nucleétidos
ciclicos en varios tipos celulares; sin embargo, MRP4 emergié como el principal transportador
de AMPc (Russel et al., 2008). En este sentido, Copsel y colaboradores, caracterizaron aiin mas
el flujo de extrusién de AMPc por MRP4, en células humanas de leucemia mieloide, verificando
el efecto del bloqueo farmacolégico de la proliferacion celular y la diferenciacién a un fenotipo
no neoplasico (Copsel et al., 2011a). Basado en ello, se utilizé el mismo modelo de inhibicion
farmacolégica para modular la via del AMPc en el CRCC. En efecto, ambos inhibidores,
Probenecid y MK-571, fueron efectivos al aumentar la concentracién del AMPc intracelular o
reduciendo el AMPc extracelular, y por lo tanto, disminuyendo la proliferacién de las células
CAKI-2. Este modelo farmacolégico de inhibicion fue verificado también en otros tipos de
carcinomas, y mas aun, este transportador fue silenciado (mediante la utilizacion de ARN de

interferencias) dando lugar a resultados equivalentes (Carozzo et al., 2019).

Asi, los resultados obtenidos en este trabajo, en conjunto con datos bibliograficos, apoyan la
hipétesis que el AMPc extracelular induce proliferacién celular, mientras que, por otra parte, los
incrementos descontrolados del AMPc intracelular inducen estrés y apoptosis celular. A partir
de estos datos, se pudo asumir que, similar a lo observado en leucemia mieloide y carcinoma de
pancreas, el AMPc cumple un doble rol en CRCC en funcién de su compartimentalizacion

(extracelular o intracelular).
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Se ha reportado que las células CAKI-2, presentan microvellosidades y microfilamentos con
pocas mitocondrias y abundantes LD (Jorgen et al., 1977). Previamente se menciond que una
caracteristica notable del fenotipo del CRCC es su alto contenido en lipidos (Grignon & Che,
2005), con caracteristicas lipidémicas especificas (Saito et al., 2016). En consonancia con
informacidn bibliografica, las lineas celulares que lo representan también exhiben estos

organulos llenos de lipidos.

Los LD se originan por diversas causas, en diferentes condiciones, pero sin dudas, el estrés
celular o un desequilibrio en el metabolismo de los lipidos, son sefiales bdsicas y
patognomodnicas que desencadenan la biogénesis de estos organulos. Se cree que los acidos
grasos que conforman los LD pueden funcionar como protectores contra factores estresantes

(Guijas et al., 2014; Lee et al., 2013).

La combinacion de farmacos utilizados en este trabajo, para lograr la inhibicion de MRP4 (FSK +
inhibidores) indujo notables cambios morfolégicos celulares, visibles con microscopia dptica en
las primeras horas de exposicion. Un andlisis mas detallado de las células en las condiciones
descritas, utilizando citometria de flujo y microscopia confocal, confirmé la biogénesis de LD.
Adicionalmente, se realizé un analisis del contenido de acidos grasos en los LD. Como se muestra
en los resultados obtenidos (Figura 5.34), las células tratadas solo con FSK experimentaron un

marcado adelgazamiento y mostraron una cuantia mucho menor en el nimero de LD en
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comparacién con las células control (datos no mostrados). Aunque hubo una aparente
disminucién de 16:0, 18:0 y 18:1, no hubo variaciones estadisticas significativas (Figura 5.36).
Algo similar ocurrié con la disminucién de tamario en los LD cuando la linea celular de adipocitos
3T3-L1 fue estimulada con FSK (Paar et al., 2012). Cuando las células fueron tratadas con la
combinaciéon de FSK + MK-571 (Figura 5.34), se observaron cambios morfolégicos similares
(estiramiento y adelgazamiento celular) a los tratados Unicamente con FSK. Sin embargo,
aumentos significativos de 16:0 y 18:0 se detectaron en las fracciones de TAG y CE en estas
células (Figura 5.36), lo que demuestra que, la inhibicion de la funcién de MRP4 es el

fundamento de las modificaciones en la composicion de los lipidos celulares.

Primero se pensd, que en consonancia a lo que se hallé para otras lineas celulares (por ejemplo,
leucemia mieloide), estas condiciones experimentales tenderian a inducir una diferenciacion
celular hacia un fenotipo no neoplasico similar a los adipocitos (Fajardo et al., 2014; Shayo et al.,
2004). Sin embargo, se observd que los tiempos de exposicidon prolongados a la combinacion

FSK + MK-571, indujeron apoptosis.

Aungue la idea de la transdiferenciacién celular a un fenotipo adipogénico es una opcidn de
investigacion atractiva, existen controversias sobre la misma. Varios estudios han demostrado
que las células tumorales reactivan la sintesis de lipidos de novo (Santos & Schulze, 2012b) y en
particular, Saito y colaboradores demostraron claramente mediante un enfoque lipidémico no
dirigido, que los TAG y CE se acumulan en CRCC (Saito et al., 2016). Sin embargo, los datos
empiricos de este trabajo muestran que, cuando este aumento en la biosintesis de lipidos se
logra en combinacién con el bloqueo de MRP4, las células detienen su proliferacién vy
desencadenan apoptosis celular. Por tanto, queda por determinar si el aumento de la sintesis

de lipidos en estas células tumorales es positivo o no.

Otro punto clave que entrelaza y rige muchos aspectos importantes en los procesos metabdlicos
esenciales en las células tumorales es la hipoxia. Previamente se describié la relacién entre
proliferacién, supervivencia y apoptosis con la expresion de moléculas claves relacionadas con
la hipoxia tumoral en CRCC: HIF-1a, EPO, EPO-R, VEGF, VEGFR-2 (Stoyanoff et al., 2016). Ademas,
en este trabajo también se demostré que MRP4 esta regulado positivamente en estos tumores.
Por lo tanto, se investigd la existencia de alguna relacidn directa entre ambos fenémenos
(hipoxia y expresién de MRP4), con el fin de tener en conocimiento si la funcién de MRP4
también se encontraba asociada con el fenotipo de este tumor. Se demostré asi que, utilizando
el modelo de hipoxia quimica establecido, MRP4 exhibié un aumento significativo en su

expresion. Aungue este es un dato novedoso para CRCC, se encuentra perfectamente en
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coherencia con los datos anteriores obtenidos, ya que: a) se observé una expresion diferencial
de MRP4 en core y periferia tumoral en CRCC; b) la existencia de una expresién aumentada de
marcadores de hipoxia en el core tumoral; c) las células tumorales exhibieron una capacidad
proliferativa aumentada bajo condiciones hipdxicas; y d) se observé mayor expresiéon de MRP4

en la linea celular CAKi-2, células con mayor capacidad proliferativa.

Aunque estos resultados son preliminares y por lo tanto experimentos adicionales son
requeridos para determinar el mecanismo de activacién de la sintesis de MRP4, estos hallazgos
podrian indicar puntos claves regulados por la hipoxia que modulan la expresién de MRP4 y, en

consecuencia, los niveles de AMPc.

Con todos los datos exhibidos aqui, se presenta evidencia directa de que la proteina
transportadora MRP4 es un marcador diferencial en CRCC, quien se encuentra involucrado en la
via de sefalizacidon del AMPcy, por lo tanto, podria ser un nuevo blanco de accién farmacoldgico,

para ser empleado en estrategias terapéuticas en el tratamiento del CRCC.
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En base a los objetivos planteados y los resultados alcanzados en este trabajo de tesis, se

concluye que:

1.

Los tumores provenientes de nefrectomias de pacientes con CRCC, mostraron una

fuerte expresién de marcadores de hipoxia como: HIF-1a, EPO, EPO-R, VEGF y VEGFR-2.

La expresion de la enzima SCD-1 muestra una correlacién estadistica directa con el
factor de transcripcidén de hipoxia HIF-1a y el marcador de proliferacion Ki-67 en los

diferentes estadios y grados tumorales.

La composicién lipidica del CRCC es dependiente de la seccién tumoral analizada

(microheterogeneidad: core y periferia) y del microambiente hipdxico.

SCD-1 se sobreexpresa en CRCC y se encuentra particularmente influenciada por la
hipoxia. Su neutralizacién farmacoldgica en modelos in vitro compromete la

proliferacién de células tumorales.

MRP4 se sobreexpresa en muestras de tejido neopldsico de pacientes con CRCC.

MRP4 es un modulador del balance i-AMPc/e-AMPc y su inhibicién farmacolégica induce

cambios fenotipicos, inhibe la proliferacién de células CAKI-2 y finalmente desencadena

la muerte celular por apoptosis.

Tanto SCD-1 como MRP4 constituyen potenciales blancos terapéuticos explotables para

el desarrollo de futuros tratamientos en el CRCC, asi como también biomarcadores de

diagndstico o de prondstico de esta afeccion maligna.
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