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RESUMEN

El cdncer cervicouterino (CaCu) constituye la segunda causa de muerte por neoplasias a nivel
mundial. En mas del 99% de los casos, su desarrollo estd directamente relacionado con la
infeccidn por uno o varios de los virus del papiloma humano (HPV) oncogénicos, de los cuales
los tipos 16 y 18 son los mads frecuentes. Algunas de las alteraciones observadas en las células
cancerosas que contribuyen a la progresion tumoral del fenotipo maligno incluyen cambios en
los patrones de expresién de proteinas de membrana como los canales idnicos. Mediante
experimentos electrofisiolégicos y de biologia molecular, nuestro laboratorio reportd por
primera vez la presencia de corrientes de sodio activadas por voltaje sensibles a la TTX en
células derivadas de cultivos primarios de CaCu; lo que se correlaciond con la deteccién de la
expresion del mRNA de distintas subunidades o que codifican para canales de sodio activados

por voltaje (canales Nay).

En la presente tesis se realizd un estudio de expresion génica de las subunidades a de canales
Nay mediante PCR en Tiempo Real. La subunidad Nayl.6 presentd una sobre expresiéon del
mRNA en el CaCu con respecto al cérvix no canceroso (CNC). Experimentos de
inmunohistoquimica demostraron la presencia de la proteina del canal Nay1.6 en la membrana
plasmatica y compartimientos intracelulares en cortes de biopsias de CaCu, mientras que en

secciones de CNC la sefial del canal Nay1.6 se limitd exclusivamente a la membrana plasmatica.

La contribucién de la subunidad Nayl1.6 a la corriente total de sodio expresada por células de
CaCu se comprobd mediante registros electrofisioldgicos con la técnica de patch clamp y con la
utilizacidon de la toxina Cn2, especifica para este canal Nay. La misma toxina fue empleada en
ensayos de invasividad, mediante los cuales se comprobd que la actividad de Nayl.6 estd
relacionada con el potencial invasivo de las células de CaCu, por lo que hemos propuesto a la
subunidad Nayl.6 como un marcador molecular del CaCu y posible blanco para tratamientos

terapéuticos mediante una solicitud de patente (MX/a/2011/002380).

(1]



Con el propdsito de continuar el estudio de la participacion del canal Nay1.6 en la biologia del
CaCu, se generaron construcciones de plasmidos que codifican para shRNAs dirigidos contra la
subunidad Nayl1.6, en un sistema inducible con doxiciclina. La construccion mas eficiente,
disminuyd los niveles de mRNA de Nay1.6 en un 60%, por lo que fue seleccionada para generar
lentivirus. Con ellos, se infectaron células derivadas del cultivo primario CaCu-354; como
resultado, se disminuyd ~35% en la corriente total de sodio, lo que es congruente con el uso de

la toxina Cn2 al bloquear la actividad de dicho canal.

Por otro lado, se investigd la expresidon heterdloga de canales Nay en células Hela, las cuales no
expresan corrientes enddgenas de este tipo. Los resultados mostraron que las células Hela
transfectadas con DNA codificante para las subunidades Nay1.5, Nay1.6 y Nay1.7 son capaces de
expresar corrientes de sodio activadas por voltaje; por lo tanto, las células Hela pueden ser
empleadas como un modelo alterno a los cultivos primarios de CaCu para profundizar en el

estudio del papel de los canales Nay en la biologia del cancer.
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ABSTRACT

Cervical cancer (CaC) is the second most frequent cause of cancer-related death worldwide. In
most cases (~ 99%), its development is related to the infection by one or more of the oncogenic
human papillomaviruses (HPV), being types 16 and 18 the most frequently found. Some of the
modifications observed in cancer cells that contribute to the tumor progression of malignant
phenotype include changes in expression patterns of membrane proteins such as ion channels.
Using electrophysiological and molecular biology techniques, our laboratory reported for the
first time the presence of TTX-sensitive voltage gated sodium currents in primary culture cells
derived from cervical carcinomas, which was correlated with the detection of mRNA for several

o subunits encoding for voltage-gated sodium (Nay) channels.

In this thesis a Real Time PCR gene expression of Nay subunits study was performed. The Nay1.6
subunit was found consistently over-expressed in CaC samples when compared with non-
cancerous cervical (NCC) samples. Immunohistochemistry experiments showed the presence of
Nayl.6 channel protein in CaC biopsies sections at the plasma membrane and intracellular

compartments, while the signal protein was confined to the plasma membrane in NCC samples.

The contribution of Nay1.6 channels to the total sodium current expressed by CaC cells was
explored by patch clamp electrophysiological recordings using the Cn2 toxin as a specific
blocker. This toxin was also used in invasiveness assays, where it was found that Nay1.6 activity
is related to the invasive potential of CaC cells, therefore we have proposed the Nay1.6 subunit
as a molecular marker of CaC and a potential target for new therapeutic treatments (patent

application: MX/a/2011/002380).

To further study the Nay1.6 channel participation in CaC biology, plasmid constructs encoding
shRNAs directed against the Nay1.6 subunit in a doxycycline-inducible system were generated.
The most efficient construction decreased levels of Nay1.6 mRNA by 60%, so it was chosen to

generate lentivirus. They were used to infect CaC primary cultured cells, where total sodium

(3]



current was reduced by 35%. This observation was in agreement with the results using the Cn2

toxin to block the channel activity.

Furthermore, we investigated the heterologous expression of Nay channels in Hela cells, which
do not express endogenous voltage-gated sodium currents. The results showed that Hela cells
transfected with DNA encoding for the Nay1.5, Nay1.6 and Nay1.7 subunits are able to express
sodium currents activated by voltage. Therefore, Hela cells could be used as an alternative
model for CaC primary cultures in studies to further investigate the role of Nay channels in CaC

biology.
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INTRODUCCION

Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es un problema de salud de importancia primordial. A nivel
mundial, es la segunda causa de muerte por neoplasias malignas en mujeres (Mahdavi & Monk,
2005). En México, se calcula que cada afio 10,186 mujeres son diagnosticadas con CaCu y que
cada dos horas muere una mujer a consecuencia de este cancer (OMS/ICO; www.inegi.org.mx).
No obstante, el CaCu es un cancer 100% curable si se diagnostica a tiempo. La citologia
cervicovaginal, mejor conocida como prueba de Papanicolaou, la colposcopia, la histopatologia
y las pruebas moleculares para detectar el acido desoxirribonucleico (DNA) del virus de
papiloma humano (HPV), agente asociado a practicamente la totalidad de los casos de CaCu,

son los métodos mdas empleados en el diagndstico de esta patologia.

El contagio con HPV es responsable del mayor nimero de infecciones de transmision sexual en
las mujeres; se calcula una prevalencia global del 10.41%, con considerables variaciones
dependiendo de la poblacién analizada, siendo los paises subdesarrollados los mds afectados
(Burchell et al., 2006). Los virus del papiloma no son clasificados por serotipo, sino por genotipo,
y hasta el momento se han identificado aproximadamente 130 tipos de HPV mediante la
secuenciacion del gen que codifica para la proteina mayor de la cédpside (L1) (de Villiers et al.,
2004). EI 99% de los casos de CaCu estdn asociados a la infeccidn por algun tipo de HPV
oncogénico o de alto riesgo, siendo los tipos 16 y 18 los mas comUnmente encontrados en casos
de céncer (Figura 1) (Roden & Wu, 2006). Un andlisis de la Agencia Internacional de
Investigacion del Cancer (IARC) reporta que 105 millones de mujeres alrededor del mundo
presentaran una infeccién con HPV 16 o 18 al menos una vez en su vida (Burchell et al., 2006);
sin embargo, en el ~70% de los casos el sistema inmune es capaz de eliminar las infecciones por
HPV dentro de un lapso de tiempo promedio de 6-18 meses, y solo <10% de la poblacién
infectada presenta lesiones que persisten por afos y progresan para generar lesiones
cancerosas (Schiffman et al., 2007) (Figura 2). Lo anterior demuestra que la infeccién por HPV es

necesaria pero no suficiente para la aparicion del CaCu, y que existen otros factores que
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promueven la progresion de este cancer (Roden & Wu, 2006). Entre los factores exdgenos que
contribuyen al desarrollo de la patologia se encuentran la multiplicidad de parejas sexuales,

tratamientos hormonales, antecedentes reproductivos, y tabaquismo (Rajkumar et al., 2006).
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Figura 1. Proporcidon de casos de CaCu generados por HPVs de alto riesgo. Se muestra el grupo de HPVs
tipificados como de alto riesgo, dada la alta frecuencia de su presencia en muestras cancerosas de cérvix
uterino. Las barras amarillas representan los porcentajes que cada genotipo viral aporta a la totalidad de
casos de CaCu y las barras rojas muestran los porcentajes acumulativos de casos generados por los HPVs
oncogénicos. Los tipos virales HPV16 y HPV18 son responsables de alrededor del 70% del total de los
casos de CaCu. Modificada de (Roden & Wu, 2006).

Los virus del papiloma han coevolucionado con sus hospederos animales y el ciclo de replicacion
de cada genotipo de HPV se encuentra estrechamente relacionado con la diferenciacién de su
blanco epitelial especifico (de Villiers et al., 2004). La infeccidn y proliferacién de los tipos virales
16 y 18 son completamente dependientes de la diferenciacion de los queratinocitos (Stanley et
al., 2007) y son los mas frecuentemente encontrados en las mucosas anogenitales vy
orofaringeas (Zandberg et al., 2013). Estos virus infectan la membrana basal epitelial, en donde
pueden permanecer quiescentes por anos, de forma episomal o insertados en el genoma
celular, hecho que es comun practicamente en la totalidad de los casos de infeccion con HPV18

gue terminan en la generacidon de céncer invasivo (Woodman et al., 2007); posteriormente la
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expresion de la mayoria de las proteinas virales, asi como el ensamblaje viral ocurre en las capas

epiteliales mas externas (Doorbar, 2006).

Existen cuatro etapas en el desarrollo del CaCu: 1) infeccién del epitelio metaplasico en la zona
de transformacién cervical por transmision del HPV; 2) persistencia viral; 3) progresién del
epitelio infectado persistentemente hacia un estado precanceroso; y 4) invasidon a través de la
membrana basal del epitelio. Estas etapas estdn caracterizadas por distintos grados de
alteracion del epitelio cervical, que pueden ser clasificadas por pruebas histopatoldgicas en
neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) de diferentes niveles, siguiendo una correspondencia
respectiva con el desarrollo canceroso de NIC1, NIC2, NIC3 y cancer invasivo (Woodman et al.,
2007; Schiffman et al., 2007). No obstante, se calcula que solamente un tercio de las mujeres
infectadas con algun tipo de HPV muestra alteraciones que son apreciables en muestras

citopatoldgicas (Schiffman et al., 2007).

Entre los avances de los Ultimos afios sobre la etiopatogenia de esta enfermedad se encuentran
dos vacunas profilacticas comercialmente disponibles con las que se busca inmunizar a la
poblacién contra los tipos virales mas comunes: Cervarix, dirigida contra los tipos virales 16 y
18; y Gardasil, que ademas de los dos tipos virales anteriores busca brindar proteccién contra
los tipos 6y 11, responsables del 90% de los casos de verrugas genitales (Schiffman et al., 2007).
Su reciente aplicacion (habrd que esperar una generacion completa para observar los
resultados), aunado a sus limitaciones logisticas (se requiere de tres dosis), y de espectro (otros
HPVs oncogénicos podrian ocupar el nicho dejado por los tipos 16 y 18), etc., sugieren que la
vacuna contra el CaCu dista mucho de ser la solucién para este carcinoma, al menos en el corto
y mediano plazo. Ademas, un estudio reciente reporté que, de acuerdo a un modelo
matematico, se prevé un aumento en la incidencia de casos de CaCu si los esquemas de
vacunacidn se usan como solucién definitiva y se dejan de practicar las pruebas de Papanicolaou
como método diagndstico (Bauch et al., 2010). Por lo tanto, la busqueda de marcadores

moleculares para un acertado diagndstico, asi como para identificar blancos terapéuticos y
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brindar un tratamiento adecuado, persiste como una necesidad imperante en el campo de

estudio.
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Figura 2. Eliminacion, persistencia y progresion de infecciones por HPV oncogénicos. Las infecciones
por HPV oncogénicos (HPV 16 y 18, principalmente) tienden a ser eliminadas por el sistema inmune
dentro de los 18 meses después de su deteccién; sin embargo, aproximadamente un 30% de ellas
persiste por afios y eventualmente pueden dar origen a lesiones cancerosas. Las cifras exactas pueden
variar dependiendo de la poblacidn, el estatus citoldgico y la edad; este diagrama es representativo de
la tendencia general y corresponde a 777 casos de infeccidn detectados en la poblacion de Costa Rica.
Modificada de (Schiffman et al., 2007).

Cancer y canales iénicos

Es bien sabido que durante el desarrollo del cancer suceden cambios en la fisiologia de las
células debidos a la divisién celular descontrolada; aunado a ello la desregulaciéon de procesos
fisioldgicos como la adhesién, movilidad, secrecién, metabolismo y expresion génica, conllevan
a la progresién cancerosa. En todos estos procesos celulares se ha reportado la participacion de
distintos canales idnicos, los cuales son proteinas membranales especializadas en la
movilizacion de distintos iones inorganicos, cuya expresion alterada contribuye a Ia
sobrevivencia de las células cancerosas, su crecimiento y progresion hacia la fase de metdastasis,

que es en gran medida la responsable de la muerte por esta enfermedad (Schwab, 2001; Fraser
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& Pardo, 2008; Prevarskaya et al., 2010; Cuddapah & Sontheimer, 2011). Los canales idénicos son
proteinas involucradas en vias de seifalizacidén, que se expresan practicamente en todos los
tejidos donde tienen una participacion determinante en funciones celulares como transporte de
iones, control de volumen, actividad enzimatica, secrecidn, expresidn génica, acople excitacion-

contraccién, comunicacion intercelular, etc. (Hille, 2001).

Recientemente, se han descubierto nuevas funciones para los canales idnicos, funciones “no
canodnicas” que se han asociado a aspectos relacionados con el cancer, como la proliferacion,
migracidn y metastasis (Kaczmarek, 2006; Fraser & Pardo, 2008). En consecuencia, defectos en
el funcionamiento de los canales idnicos, son frecuentemente la causa de muchas
enfermedades (Jurkat-Rott & Lehmann-Horn, 2001; Diss et al., 2004; Viswanathan & Balser,
2004). En particular, la superfamilia de canales idnicos dependientes de voltaje (es decir,
aquellos que se activan por cambios en el potencial de membrana, V,,) que comprende los
canales de potasio (K*), de sodio (Na*), de calcio (Ca®) y de cloruro (CI') se han relacionado con
distintos aspectos de la biologia del cancer (Figura 3) (Fiske et al., 2006; Fraser & Pardo, 2008).
En el caso concreto del CaCu se ha descrito que la inhibicidn de los canales de potasio disminuye
la tasa de proliferacion de varias lineas celulares (Suzuki & Takimoto, 2004), ademas de que este
tipo de canales son modulados durante el ciclo celular (Pardo et al., 1998; Crociani et al., 2003),
y mas recientemente, se ha propuesto a los canales de potasio tipo éter d-go-go (EAG) como
marcador para la deteccidn y terapia del CaCu (Farias et al., 2004; Diaz et al., 2009). En este
contexto se ubican nuestros resultados ya publicados acerca de la expresion funcional de
canales de sodio en CaCu (Diaz et al., 2007), asi como la sobre expresién especifica del canal
Nayl1.6 en biopsias y cultivos primarios de CaCu asociado a la infeccidon de VPH-16 (Hernandez
Plata, 2008). Para una mejor comprension del tema, a continuacién se revisardn algunas
caracteristicas de los canales Nay y posteriormente se resumiran las evidencias de la
participacion de estos canales en diferentes tipos de cancer; asi como las observaciones de

nuestro propio grupo de investigacidn sobre su expresion funcional en células de CaCu.
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Figura 3. Canales idnicos activados por voltaje y cancer. El aumento en los niveles de expresion de los
canales idnicos puede modificar una amplia gama de procesos celulares, los cuales son fundamentales
para la supervivencia de las células tumorales y la progresion hacia el fenotipo maligno. K,s, Na,s, y Ca,s:
canales de potasio, de sodio y de calcio activados por voltaje, respectivamente (Fiske et al., 2006).

Caracteristicas de los canales Nay

Los canales Nay son complejos multiprotéicos transmembranales constituidos por una
subunidad principal o (~260 kDa), la cual forma el poro conductor por el cual fluyen los iones
sodio en respuesta a despolarizaciones del potencial de membrana; y una o dos subunidades
auxiliares  (~40 kDa), cuya funcién clasica ha sido asociada a la modulacién del trafico y las
propiedades biofisicas de la subunidad principal, tales como la dependencia al voltaje, la
activacion y la inactivacién (Para una revision véase Catterall, 2012). Estructuralmente, la
subunidad o es una proteina de aproximadamente 2000 aminodcidos que se distribuyen en
cuatro dominios homdlogos (I a IV), cada uno conformado por seis segmentos

transmembranales (S1 a S6) unidos por asas intra y extra celulares (Figura 4).
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Figura 4. Representacion esquematica de los canales de sodio activados por voltaje. Se muestran los
cuatro dominios (I al IV) que forman la subunidad principal a de los canales Nay, cada uno de ellos con
seis segmentos transmembranales (1 - 6). Los segmentos S5 y S6 de cada dominio forman el poro del
canal, mientras que los segmentos S4 conforman el sensor de voltaje. El asa que une los dominios | y Il
contiene varios sitios de fosforilacion (P), y el asa lll-IV es la responsable de la inactivacion del canal. H,N
y COOH indican los extremos amino y carboxilo terminal, respectivamente. También se esquematizan
dos subunidades auxiliares B a los costados de la subunidad a (Modificada de Catterall, 2000).

Hasta el momento se han clonado y caracterizado funcionalmente nueve subunidades a (Nay1.1
a Nayl.9), cada una codificada por un gen distinto (SCNIA-SCN5A, SCN8A-SCN11A), y que
pueden ser clasificadas por el porcentaje de identidad en su secuencia de aminodcidos (Figura
5) y por su sensibilidad a la tetrodotoxina (TTX), la cual impide el flujo de iones a través del canal
blogueando el poro de conduccién desde la parte extracelular. Asi, las subunidades Nayl1.1-
Nay1.4, Nayl.6 y Nay1l.7 son denominadas sensibles a la TTX (TTX-S), ya que la ICso de la toxina
requerida para bloquear su actividad se encuentra en el rango nanomolar; a diferencia de las
subunidades Nayl1.5, Nayl.8 y Nayl.9, las cuales requieren concentraciones en el orden
micromolar de la toxina para poder bloquear las corrientes de sodio a través de ellos (Yu &

Catterall, 2003).
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Figura 5. Arbol genealégico de los canales de sodio activados por voltaje. La comparacidn entre las
subunidades o fue realizada con Megalign del programa DNAStar, utilizando el método CLUSTAL
considerando Unicamente la secuencia de aminoacidos de las regiones que atraviesan la membrana vy las
asas citoplasmaticas que unen los dominios lll y IV (Modificada de Catterall et al., 2003).

Asimismo, a la fecha se conocen cuatro genes que codifican para subunidades auxiliares 3 de
canales de sodio SCNB1-SCNB4, que dan lugar a las subunidades Nayf1 a Nayf4 de un peso
molecular aproximado de 40 kDa (Patino & Isom, 2010). Adicionalmente, se ha descrito la
existencia de la subunidad NayBla, que es una isoforma de Nayf1, producida por el
procesamiento alternativo del mRNA del gen SCNB1 (Qin et al., 2003). Las subunidades [3 tienen
un solo segmento transmembranal y un extremo amino extracelular prominente con el cual
pueden interactuar con la regidn extracelular de la subunidad o (Figura 4), y modificar algunas
de sus propiedades funcionales tales como la dependencia al voltaje, la cinética de activacion e
inactivacion vy el trafico hacia la membrana, lo que repercute directamente en la densidad de
corriente de sodio transportada al interior de la célula. En los ultimos afios se han descrito
nuevas funciones para las subunidades 3 de los canales de sodio que las ubican en interacciones
con otras proteinas intra y extracelulares para establecer complejos de adhesidon con células
adyacentes y con la matriz extracelular (Figura 6) (Brackenbury et al., 2008; Brackenbury &

Isom, 2008; Brackenbury et al., 2010).
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Figura 6. Proteinas de adhesion celular que interactian con la subunidad B1 de los canales Nay.
Interacciones heterofilicas con tenascina-R, moléculas de adhesion celular neuronal (NrCAM),
neurofascinas (NF155 y NF186), contactina, N-cadherina y subunidades o; u homofilicas con
subunidades 3 de los canales Nay. Las interacciones con moléculas de adhesién pueden ser cis o trans. El
dominio intracelular de B1 recluta a las proteinas anquirina G o anquirina B (Ank) en respuesta a
adhesion homofilica, mediante una interaccion que es dependiente de la fosforilacion de la tirosina 181
de la subunidad 3. Cadh: dominio cadherina; FN IlI: dominio del tipo fibronectina-Ill; EGF-L: dominio del
tipo factor de crecimiento epidermal; GPl: ancla de glicofosfatidilinositol; Ig: dominio de
inmunoglobulina (Modificada de Brackenbury & Isom, 2008).
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Los canales Nay se expresan generalmente en células excitables como neuronas, células
secretoras y musculares. La funcién mas conocida de los canales Nay es su participacion en la
generacién y propagacion de impulsos eléctricos conocidos como potenciales de accidn
mediante los cuales se trasmite la informacion entre células (Catterall, 2012). Recientemente,
también se ha reportado su expresion funcional en distintos tipos de cancer, en donde su
actividad estd asociada a la potenciacion de la capacidad invasiva de las células cancerosas
(Brackenbury, 2012), antecedente de fundamental importancia para el presente trabajo de

tesis, por lo que se describe a continuaciéon con mayor detalle.

Expresion funcional de canales Nay en cancer

En 1995 se reportd el primer andlisis de canales de sodio activados por voltaje en células
cancerosas, correspondientes a dos lineas celulares de cdncer de préstata de rata: Mat-Ly-Lu,
altamente metastasica, y AT-2, pobremente metastdsica. En la linea Mat-Ly-Lu se detectd una
corriente entrante generada por el transporte de Na* a través de canales Nay sensibles a la TTX
(la corriente fue inhibida en su totalidad con una concentracion de 600 nM de la toxina);
mientras que en la linea, AT-2, no se encontrd ninguna corriente entrante. Al evaluar la
importancia de esta corriente sobre la capacidad metastdsica, se observé que su inhibicién se
acompafia de una disminucion del 50% en la capacidad de invasion de las células altamente
metastdsicas Mat-Ly-Lu (Grimes et al., 1995). Mas tarde, se reportd un fenédmeno similar al
estudiar dos lineas celulares de cancer de prdstata de humano: PC-3 (metastdsica) y LNCaP (no
invasiva) (Smith et al., 1998b). Posteriormente, el mismo grupo de investigacion analizd la linea
DU-145 de cancer de prdstata humano, con capacidad minima de invasién y raramente
metastdsica; encontrando que los canales de sodio no se expresan en dichas células (Laniado et
al., 1997). Este conjunto de evidencias sugeria que la expresion funcional de canales Nay era

importante para que se lleve a cabo la metastasis.

Con la incorporacién de estrategias experimentales de biologia molecular, en un estudio
realizado mas tarde, se determind que es el canal Nayl.7 que presenta los mayores niveles de

expresion en células de cancer de prostata (Diss et al., 2001). Por ello, la expresién de este canal
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se ha propuesto como un novedoso marcador de cancer de prostata y un nuevo blanco
terapéutico (Diss et al., 2005). Interesantemente, el canal especifico que se expresa en las
células cancerosas parece depender del tejido en el que se origina el tumor primario, dado que
mediante estudios posteriores se ha observado que no siempre la subunidad Nayl.7 es la que

presenta una mayor expresion en distintos tipos de cancer.

En 2003 se describio la expresion de una corriente de sodio activada por voltaje en la linea
celular de cdncer de mama MDA-MB-231 (Roger et al.,, 2003), que era bloqueada con
concentraciones micromolares de TTX (ICso = 1.78 + 0.22 uM; bloqueo total con 30 uM), y
presentaba cinéticas similares a las reportadas para el canal de sodio expresado en corazén, por
lo que los autores postularon a la subunidad Nay1.5 como el potencial sustrato molecular para
el transporte de la corriente de sodio registrada. Sin embargo, en ese reporte no se estudio la
identidad molecular del canal Nay expresado en cdncer de mama. En un estudio posterior,
Fraser y colaboradores (Fraser et al., 2005) comprobaron que el canal Nay sobre expresado en el
cancer de mama es Nayl.5, tanto en lineas celulares altamente metastasicas (MDA-MB-231),
como en biopsias de pacientes con metastasis en nddulos linfaticos. Interesantemente, el canal
Nayl1.5 expresado en estas muestras corresponde a la isoforma neonatal, generada por proceso
alternativo del mRNA, que difiere de la isoforma adulta en la sustitucién de siete aminoacidos
comprendidos entre el segmento S3 y S4 del dominio | de la subunidad o del canal (Onkal et al.,
2008). En el mismo trabajo también se analizé la expresidn de corrientes de sodio activadas por
voltaje en lineas celulares de cancer de mama con pobre o nulo comportamiento metastasico;
los resultados mostraron que dichas células no expresan corrientes de sodio, lo que reforzé la
evidencia de que existe una relacion positiva entre la expresion funcional de canales Nay y la

capacidad invasiva de las células cancerosas (Fraser et al., 2005) (Figura 7).
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Figura 7. Corrientes ionicas activadas por voltaje en lineas celulares de cancer de mama. A) MCF-10A,
B) MCF-7, C) MDA-MB-468 y D) MDA-MB-231. Las corrientes fueron generadas con pulsos
despolarizantes de 200 ms desde -60 mV a 60 mV con incrementos de 5 mV, a partir de un potencial de
mantenimiento de -100 mV. Los pulsos se aplicaron cada 20 segundos. Se muestra claramente que solo
las células altamente invasivas expresan corrientes entrantes de sodio activadas por voltaje (panel D)
(Modificada de Fraser et al., 2005).

La hipétesis sobre la potenciacidon de la capacidad invasiva de células cancerosas asociada a la
expresion de canales Nay ha sido comprobada mediante estudios posteriores en diferentes
tipos de cancer como leucemia (Fraser et al., 2004), neuroblastoma (Ou et al., 2005),
mesotelioma (Fulgenzi et al., 2006), cadncer de pulmdn (Onganer & Djamgoz, 2005; Roger et al.,
2007), de colon (House et al., 2010), y de ovario (Gao et al., 2010). Adicionalmente, en un
estudio en el que se transfectd el canal Nay1.4 en células de cancer de prdstata con distintos
potenciales metastasicos, se evidencié un incremento de la capacidad invasiva en todas ellas
(Bennett et al., 2004). Aun mas relevante, en un estudio in vivo realizado recientemente en
ratas Copenhagen inoculadas subcutdneamente con células Mat-Ly-Lu, se observé que el
numero de metdstasis pulmonares disminuia ~40% al bloquear la actividad de los canales Nay, al
aplicar TTX directamente en los tumores primarios (1-8 ml, 200 nM); ademas el tratamiento
incrementd significativamente la supervivencia de los animales que desarrollaron tumores

secundarios (Yildirim et al., 2012).
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Canales Nay en CaCu

Mediante experimentos electrofisioldgicos y de biologia molecular, nuestro laboratorio reporté
por primera vez la presencia de corrientes de sodio activadas por voltaje sensibles a la TTX, en
células derivadas de cultivos primarios de CaCu; lo que se correlaciond con la deteccién de la
expresion del RNA mensajero de subunidades o que codifican para los canales Nay1.2, Nay1.4,
Nayl.6, y Nayl.7. Relevantemente, en biopsias control (tejido cervical no canceroso) la
expresion de canales Nay se limité Unicamente a la subunidad Nay1.4 (explorado mediante RT-
PCR de punto final), sugiriendo una expresion diferencial de los canales Nay entre tejido sano y
canceroso (Diaz et al., 2007). Los antecedentes reportados en la literatura sobre la expresién de
canales idnicos en el CaCu se encontraban limitados a la presencia de canales de cloruro
activados por volumen (Shen et al., 1996; Shen et al., 2000), y canales de potasio dependientes

de voltaje (Suzuki & Takimoto, 2004; Farias et al., 2004).

En una etapa previa a la presente tesis, se determiné por gPCR la abundancia relativa del mRNA
de todas las subunidades a sensibles a la TTX; asi como de las cuatro subunidades 3 de los
canales Nay, empleando [-actina como gen normalizador. Se encontré que todas las
subunidades estudiadas son expresadas a nivel de mRNA en el cérvix uterino canceroso y no
canceroso. De manera importante, la subunidad Nayl.6 fue la que incrementé en mayor
proporcién su expresion en células de CaCu, con respecto al cérvix no canceroso (CNC), tanto en
células derivadas de cultivos primarios, como directamente en biopsias de CaCu (Hernandez
Plata, 2008). Estas observaciones preliminares condujeron a profundizar, mediante los
experimentos de la presente tesis, en el analisis de la expresién funcional de los canales Nay1.6
en células de CaCu; asi como evaluar si su actividad estaba relacionada con la capacidad invasiva

de este tipo de cancer.
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HIPOTESIS

La sobre expresion de los canales Nayl.6 en células de cancer cervicouterino contribuye a su

capacidad invasiva.

OBJETIVOS

e Establecer los niveles de expresion de Nayl.6 en muestras de CaCu positivas a VPH-16,

utilizando a HPRT1 como gen normalizador.

e |Investigar por inmunohistoquimica la localizacion de las proteinas Nayl1.6 y Nayl.7 en
cortes histoldgicos de cérvix canceroso y no canceroso; asi como en células derivadas de

cultivos primarios de CaCu.

e Evaluar la participacién de los canales Nayl1.6 en la generacion de la corriente total de

sodio activada por voltaje en células de CaCu.

e Determinar la contribucidn de la expresién de Nayl1.6 en la capacidad invasiva de células

de CaCu.

e Desarrollar una estrategia lentiviral para disminuir la expresion de canales Nay1.6 en

células de CaCu.
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MATERIALES Y METODOS

Biopsias

En colaboracion con el Dr. Jaime Berumen (Unidad de Medicina Gendmica, Hospital General de
México), se obtuvieron biopsias de las cuales se extrajo el RNA total de pacientes con cancer
cervicouterino invasivo en distintos estadios de progresion de acuerdo a la clasificacion de la
International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) (Quinn et al., 2006),
diagnosticadas en la Unidad de Oncologia del mismo hospital. Unicamente se incluyeron
muestras positivas a VPH-16 de pacientes que no habian recibido ninguna terapia
anticancerigena, ni tratamiento quirdrgico alguno. Asimismo, se incluyeron muestras de cérvix
no canceroso (CNC), provenientes de histerectomias por patologias ginecoldgicas no cancerosas
realizadas a pacientes cuya evaluacidn de presencia de cancer, por Papanicolaou, fue negativa.
En ambos casos, la extraccion del RNA total se realizé con el reactivo de trizol (Invitrogen). El
protocolo del estudio fue aprobado por el comité institucional de ética para la investigaciéon con
muestras humanas, y en todos los casos se obtuvo un consentimiento escrito informado de los

pacientes.

Cultivos celulares de biopsias de CaCu

En el presente estudio se utilizaron cultivos celulares establecidos a partir de alicuotas
congeladas de células de cultivos primarios derivados de biopsias de cancer cervicouterino
denominados 085, 354 y JP, establecidos originalmente en el laboratorio del Dr. Javier Camacho
(Departamento de Farmacologia, Cinvestav-IPN). El linaje epitelial de estas células fue
demostrado mediante el analisis de la expresion de citoqueratinas y el gen E7 del VPH-16 (Farias
et al., 2004), y la expresiéon de corrientes de sodio activadas por voltaje fue caracterizada en un
trabajo previo de nuestro grupo de investigaciéon (Diaz et al.,, 2007). Las células fueron
descongeladas y sembradas en cajas de cultivo de 100 mm con medio DMEM suplementado,
con 1 mM de piruvato de sodio, 25 mM de HEPES, 10% de suero fetal bovino (SFB), 100 U/ml de
penicilina y 100 pug/ml de estreptomicina, y mantenidas en incubacién a 37°C en una atmésfera

de 5% de CO,. Después de 6 a 7 dias, cuando la confluencia celular en las cajas fue cercana al
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80%, los cultivos fueron regenerados de la siguiente manera. Las células se despegaron e
individualizaron mediante la adiciéon de 1 ml de tripsina (0.05%, y 0.53 mM de EDTA en solucién
balanceada de Hank libre de Ca** y Mg®"), a la caja de cultivo, misma que se incubé por 5 min a
37°C, después de los cuales las células se disgregaron mecanicamente con la ayuda de una
pipeta seroldgica de 10 ml. Una alicuota del 10% del total de células se resembré en una caja
petri nueva de 100 mm de didmetro. Para los fines de registro electrofisioldgico, se sembré una
alicuota de 300 a 500 ul de la suspension celular en pedazos de cubreobjetos colocados en el
fondo de cajas de cultivo celular de 35 mm. Los experimentos de patch clamp fueron llevados a
cabo con estas células, generalmente de 2 a 24 hrs después de haberlas sembrado. Los cultivos
fueron utilizados solamente después de un maximo de tres pasajes después de haber sido

descongelados, para evitar cambios adicionales debidos a las condiciones de cultivo in vitro.

Extraccion de RNA

El RNA total de las células derivadas de cultivos primarios, asi como de las biopsias de CaCu (tres
de ellas correspondientes al estadio IB, tres al 1IB, dos al llIB y solo una al IVB), fue aislado con el
kit NucleoSpin RNA Il (BD Biosciencies Clontech), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, al observar una confluencia en las cajas de cultivo del 80%, las células fueron
lisadas incubandolas con una solucién que permitid inactivar a las RNasas asi como la adsorcién
del RNA a la silica presente en las columnas del kit. Se realizé un tratamiento con DNasa |, para
eliminar cualquier molécula de DNA contaminante; posteriormente la columna fue lavada y el

RNA fue eluido adicionando 100 pL de agua libre de RNasas.

El RNA total de las biopsias de CaCu y CNC fue aislado con el reactivo Trizol (Invitrogen),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion de RNA en todas las muestras fue
determinada por espectrofotometria en un Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies);
posteriormente la integridad del RNA de las muestras fue corroborada mediante el patrén de
migracién de los RNAs ribosomales 18s y 28s en geles de agarosa al 1% (Figura 8). Finalmente,
se prepararon alicuotas de cada muestra para evitar el deterioro del RNA por ciclos de

congelacidon-descongelacién y se almacenaron a -70°C hasta su uso posterior.
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Figura 8. Separacion electroforética de muestras de RNA extraidos de células derivadas de cultivos
primarios de CaCu. Para comprobar la integridad de las muestras, se cargd en cada carril ~1 ug de RNA
total y se separd por electroforesis en geles de agarosa al 1% en TBE 0.5X, tefiidos con bromuro de
etidio. La imagen corresponde a tres alicuotas diferentes de RNA extraidos de células derivadas de los
cultivos primarios de CaCu denominados 085 (A), 354 (B) y JP (C). La definicion de las fracciones del RNA
ribosomal 28s y 18s reflejan la integridad de las muestras.

Reacciones de PCR en tiempo real (qQPCR)

A partir de 3 pg de RNA total se sintetizé el cDNA de cada muestra empleando el kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Las reacciones se realizaron en un
volumen final de 20 pl, conteniendo, ademas del RNA, 1 ul de la transcriptasa reversa
MultiScribe, 2 ul de amortiguador para la enzima, 0.8 ul de dNTPs 25X (100 mM), 2 ul de
random primers (oligonucledtidos de 6 a 10 pb de secuencia aleatoria), 1 ul de inhibidor de
RNasas, y H,0 suficiente para un volumen de 20 pl. Las mezclas fueron sometidas a un
programa térmico que consistié de tres etapas: un primer paso de 10 min a 25°C, seguido de
120 min a 37°C, y finalizado con 5 s a 85°C. El cDNA resultante se almacend a -20°C para su uso

posterior.

Se estudiaron muestras de CaCu y CNC adicionales a las analizadas en una etapa previa del
presente proyecto de investigacion (Herndndez Plata, 2008). Asimismo, se determinaron los

niveles de expresion de subunidades a y B de canales Nay que no habian sido exploradas
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previamente, esto es, la subunidad Nay1.5 en sus variantes neonatal y adulta, ambas sensibles a
la TTX; y las cuatro subunidades B de los canales Nay. Nuevamente, en todos los casos se
emplearon sondas TagMan (Applied Biosystems) especificas para cada una de las subunidades
(Tabla 1). Adicionalmente, se cuantificaron los niveles de expresion del gen HPRT1 en todas las
muestras, para emplearlo como gen normalizador. Se realizaron rangos dinamicos
correspondientes a cada sonda y se determind la eficiencia de reaccién de la siguiente manera:
a cada producto directo de la transcripcién reversa del RNA se le agregaron 20 ul de H,0, y se
prepararon cinco diluciones seriales: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32, mismas que se utilizaron para
preparar reacciones de PCR en tiempo real usando cada ensayo (par de primers y sonda)
correspondiente a cada gen. Cada reaccidn fue preparada por triplicado en un volumen final de
15 pl, conteniendo 3 pl de cDNA, 0.6 ul de ensayo, 3.9 pl de agua, y 7.5 pl de TagMan Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems). Las reacciones fueron distribuidas individualmente en
placas multipozos de 96 y cubiertas con tapas pldsticas adhesivas para ser sometidas a un
programa de ciclado térmico que consistié de: un primer paso de 2 min a 50°C, seguido de 10
min a 95°C y finalmente de un paso de 45 ciclos consistentes a su vez de dos fases: 15sa 95°Cy
1 min a 60°C. El proceso de termociclado se realizdé en un equipo para PCR en tiempo real ABI
Prism 7300, acoplado a una computadora con el software SDS 1.2.2 (Applied Biosystems) para la
adquisicion y andlisis de resultados. El valor promedio de C; de la reaccion de cada dilucién se
graficod contra la cantidad de cDNA empleada como molde y los puntos experimentales fueron
ajustados a una recta por regresion lineal. Se obtuvo el valor de la pendiente y se sustituyd en la

(1/-s)

siguiente ecuacioén (ecuacién de eficiencia de PCR): E = 10 — 1, en donde E es la eficiencia de

la reaccidn y S es el valor de la pendiente.

Una vez establecido el rango dinamico vy la eficiencia de reaccion de PCR de todos los ensayos,
se decidié utilizar una dilucion 1:4 del cDNA stock de todas las muestras, para cuantificar las
diferencias en la expresidon de todos los genes entre cada una de ellas. La amplificacidn de los
productos de PCR especificos de cada gen fue detectada simultdneamente por triplicado en un
mismo experimento para determinar un valor promedio de C; (ciclo umbral) para cada grupo

experimental. Cuando la variacién fue mayor a 0.4 ciclos entre los distintos triplicados el ensayo
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Tabla 1. Caracteristicas de los ensayos TagMan empleados en las reacciones de qPCR.

No. de acceso LELERECE Eficiencia
Subunidad en GenBank Secuencia de primers y sonda (5’ —> 3’) am(zll;t;on (%)

: GAGCAATGAGTATAGCCAGCATTCTA 81 95
: ACCAACAGGGTGGGCATTT
: CTGCCTGGATTCTTCA
: TGGTCATTTTCTTGGGCTCATTCT 83 85
: GGCCTGATTCTGTTCCTCATAGG
: CCACAGCCAAGATCA
: AGACGCAATAGCAAAACAAGCATTT 76 92
: CAGCAAAGTCATTTTCAGATCCAACA
: CCGACCTCTGAAACTG
: TGTGATTATCATGGCGTATGTATCAGAAA 86 100
: TTAGAGCTCTCAGGACTCTGAAAGT
: AAGAGCCGACAAATTG
: GTGGACCTGGGCAATGTCT 51 100
: GGCCCGGAGGACTCG
: CAGCCTTACGCACCTTC
: GGGATCCATGGAACTGGTTAGATTT 109 92
: GCTCGGAGAACCCTGAATGTT
: CCCAGGTCCACAAACT
: GCAATGTTTCAGCTCTTCGAACTT 74 91
: CTTCAGGCCTGGGATTACAGAAATA
: TTTTCAAAGCTCTCAATACTC
: GGAGGATGAGCGCTTCGA 70 97
: CAGATCCTGCAGGTCTTTGGT
: CCCCGGCTGCCATT
: TGCAGCCGGAGGATGAG 92 100
: GAGGACCTGCAGATGGATCTTG
: CCCCTGACCGCCACCG
: CGCCAGCCCCAGAAGAT 90 96
: CACAGGGAAGCAGACACTGA
: TTTCCCCTGGCTTCTC
Nayp4 NM_001142349 F: AAGAAGTGGACAACACAGTGACA 93 100

R: TGAGTTTCTTGATCAGCAGGATGAG

P: ACCCCGCCCACGACAG

Nay1.1 AB093548

Nayl.2 M94055

Nay1.3 NM_006922

Nay1l.5N NM_001099404

Nay1l.5A NM_198056

Nay1.6 AY682081

Nayl1.7 X82835

NaypB1 NM_001037

Nayp2 NM_004588

NayB3 NM_018400

©U X M T©U X M OV X M UV X M UV X M UV X M UV XV M TV X M OV X M T XD M

F: primer sentido; R: primer antisentido; P: sonda; pb: pares de bases; Nay1.5N: isoforma neonatal
de Nay1.5; Nay1.5A: isoforma adulta de Nay1.5.
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fue realizado nuevamente. La normalizacion de los datos fue realizada utilizando el valor
promedio de Cr del gen HPRT1 humano (Cr subunidad Nay — C; HPRT1 = ACt). Los valores de ACt
de las muestras de CaCu fueron normalizadas con respecto a las muestras de CNC (ACt CaCu —
ACt CNC = AACt). Finalmente, los valores de AACt fueron empleados en la ecuacién p para
calcular los niveles relativos de expresiéon de los genes blanco en las muestras cancerosas (Livak

& Schmittgen, 2001). La sonda TagMan para HPRT1 forma parte de los controles enddgenos

comercialmente disponibles de Applied Biosystems, su eficiencia de amplificacién fue del 100%.

Los fragmentos amplificados, fueron purificados en columnas del kit Wizard ®SV and PCR Clean-
Up System (Promega) y subclonados en el vector pCR®8 del kit GW/TOPO®TA Cloning
(Invitrogen), para corroborar su identidad molecular mediante reacciones de secuenciacién

automatica realizadas en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular.

Inmunocitoquimica e Inmunohistoquimica

Las reacciones de inmunocitoquimica e inmunohistoquimica fueron realizadas en el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, mediante una colaboracién
establecida con la Dra. Cindy Sharon Ortiz, y la M. en C. Brenda Marquina Castillo. Se realizaron
pruebas basadas en reacciones inmunes en los tres cultivos primarios (085, 354 y JP), nueve
biopsias de CaCu (en este caso, una de la etapa llA, cuatro IB1, dos IB2, una IIB y una IlIB), y seis
de CNC empleando anticuerpos policlonales anti-Nay1.6 y anti-Nay1.7 generados en conejo
(Alomone Labs). Las células derivadas de cultivos primarios fueron fijadas con etanol absoluto,
mientras que las secciones de biopsias fueron fijadas en una solucion amortiguada con
formaldehido al 4%. Las biopsias fueron embebidas en parafina y procesadas en condiciones
estandar para histologia. Secciones de 4 um de grosor se adhirieron a laminillas de vidrio Kling-
On cargadas positivamente (Biocare Medical), posteriormente los cortes fueron desparafinados
con xileno y etanol en concentraciones decrecientes. Después de lavar con PBS/Tween (pH 7.4),
las secciones fueron inmersas en una solucién de 10 mM EDTA (pH 8.0), y hervidas durante 30
min para inducir la recuperacién antigénica. Después de bloquear la actividad de la peroxidasa

enddgena y proteinas inespecificas con levamisol por 10 min, las secciones fueron incubadas
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con los anticuerpos primarios contra Nayl.6 (1:150) o contra Nayl1.7 (1:25), durante 60 min,
seguidos de 10 min con el anticuerpo secundario (MACH 4 mouse probe; Biocare Medical), y
finalmente 10 min con el polimero MACH 4 de peroxidasa de rabano (HRP). La actividad de la
peroxidasa fue revelada mediante incubacion de 4 min con 3,3-diaminobenzidina/H,0, (Biocare
Medical). Las secciones fueron contrastadas por incubaciéon con hematoxilina (Dako) por 5 min.
Las muestras con reaccidn positiva fueron observadas con una tincién café. Los controles de
especificidad inmunohistoquimica fueron preparados de la misma forma, pero omitiendo los
anticuerpos primarios. Como controles positivos se emplearon secciones de cerebro adulto.
Finalmente, las muestras fueron montadas con resina permanente Entellan (Merck) vy
visualizadas en un microscopio Leica DM750. Las imagenes fueron tomadas con el software

ImagePro plusv 7.0.1 o LAS EZ v.1.8.0 de Leica Microsystems.

Ensayos de migracién e invasividad

Los ensayos de migracién e invasividad con células de CaCu fueron realizados usando cdmaras
de Boyden con membranas de policarbonato conteniendo poros de 8 um (BD Biosciences). En el
compartimento superior (inserto) se sembraron 5 X 10* células en medio de cultivo con 5% de
SFB. El inserto fue sumergido en el compartimento inferior que contenia medio de cultivo
enriquecido con 15% de SFB como quimioatrayente (Figura 9). Después de 72 h de incubacién a
37°C, se estimd el numero de células en el compartimento inferior, de acuerdo con la guia del
fabricante. Las células que permanecieron en el compartimento superior fueron removidas con
un hisopo de algodén y las células que pasaron del otro lado del filtro fueron teiiidas para ser
observadas al microscopio. Posteriormente, las células fueron lisadas para estimar su cantidad
por densidad 6ptica a 570 nm en un lector ELX800 Universal Microplate (Bio-Tek Instruments).
Para investigar la capacidad invasiva in vitro de las células de CaCu se emplearon ensayos de
invasividad QCM™ de 24 pozos con filtros de 8 um (Millipore). En estos ensayos, la cesta en la
gue son sembradas las células cuenta adicionalmente con un recubrimiento de colageno en la
parte superior del filtro, con el que las células tienen contacto directo, simulando la interaccion
con la matriz extracelular. Las células que fueron capaces de degradar la matriz de colageno y

migrar a través del filtro de 8 um fueron consideradas invasivas.
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Figura 9. Esquema de la cdmara de Boyden que ilustra el fundamento de los ensayos de migracién e
invasividad. Se sembraron 5 X 10* células en el compartimento superior, en presencia de medio de
cultivo con 5% de SFB y el inserto se sumergié en el mismo medio de cultivo pero enriquecido con 15%
de SFB, para estimular la movilidad celular. Al término del periodo de incubacidn, las células presentes
en la parte inferior del filtro fueron tefidas y lisadas para estimar la proporcién de éstas que fue capaz
de pasar a través del filtro (migracidn) y previamente por una membrana de colageno (invasividad).

Para evaluar el efecto de los bloqueadores de los canales Nay en la capacidad invasiva de las
células, se agregaron al compartimento superior de las camaras de Boyden las toxinas TTX (6
KM) para bloquear a los canales sensibles a la TTX, o Cn2 (1 uM) para bloquear especificamente
a Nayl.6. Después de 72 h de incubacién, la cantidad de células en la parte inferior de la cesta
fue estimada de la misma forma descrita para los ensayos de migracidn. Se realizaron cuatro
experimentos independientes, cada uno por duplicado y los resultados fueron normalizados a
las condiciones control (sin la adicion de toxinas). Para tener una estimacion del numero de
células que migraron o invadieron, se generaron curvas de calibracidon con un nimero conocido
de células sembradas en el mismo tipo de cajas de cultivo empleadas en los ensayos de
migracidn e invasividad. Se observd una relacion lineal entre la absorbancia y el nimero de
células sembradas dentro del rango 1,500 a 25, 000 para las células de los cultivos primarios 085

y 354 (Figura 10).
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Figura 10. Curva estandar de calibracidn para células 085 y 354. Se sembraron diferentes cantidades de
células en platos de 24 pozos por duplicado y después de cinco horas de incubacidn bajo condiciones
estandar, las células fueron procesadas de la misma forma que en los ensayos de invasividad para
mediciones de absorbancia. Los puntos experimentales fueron ajustados con funciones de regresion
lineal (lineas sdlidas). La absorbancia de las mediciones de los ensayos de migracion e invasividad se
encontraron en el rango de 0.6 a 1.2, lo cual es proporcional a una cantidad aproximada de 8,000 a
25,000 células en la curva de las células 354, y 6,000 a 19,000 células en la curva de las células 085.

Experimentos de patch clamp

El registro de la actividad de los canales Nay de células de CaCu (cultivos primarios y lineas
celulares), asi como de células HEK-293 transfectadas, se llevo a cabo con la técnica de patch
clamp en la configuracién de célula completa (Hamill et al., 1981; Marty & Neher, 1995). Los
experimentos se realizaron a temperatura ambiente (21 — 23°C) empleando un amplificador
Axopatch 200B, un convertidor Digidata 1322a A/D y el software pCLAMP 9.02 (Molecular
Devices). Después de 2 h de incubacion, las células sembradas en cubreobjetos fueron
transportadas y colocadas en una cdmara de registro de 150 ul montada sobre la platina de un
microscopio invertido equipado con epifluorescencia (Nikon). El cubreobjetos con células fue
recambiado cada 60 min. Las células fueron perfundidas con una soluciéon que contenia (en
mM): 158 NaCl, 2 CaCl,, 2 MgCl, y 10 HEPES-NaOH (pH 7.4), mientras que la solucién interna
(contenida en la pipeta de registro) contenia (en mM): 112 CsCl, 30 NaCl, 1 CacCl,, 2 MgCl,, 10
EGTA y 10 HEPES-CsOH (pH 7.3). La concentracién osmolar de ambas soluciones fue
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corroborada en un osmémetro VAPRO 5520 (Wescor, Inc.), y el valor promedio de al menos tres
lecturas independientes fue de 315 mOsm y 300 mOsm para las soluciones externa e interna,
respectivamente. La camara de registro fue perfundida constantemente por gravedad a una
velocidad aproximada de 1 ml/min, con excepcion de los experimentos en los que se evalud el
efecto de las toxinas TTX y Cn2 en las células de CaCu 085, en los que se detuvo el flujo de la
solucion de bafio y se agregé directamente a la cdmara de registro el volumen necesario para
alcanzar la concentracion deseada en cada caso (ver Figura 19). Para los registros de corrientes
de sodio de células transfectadas con canales Nay (véase apartado de Transfecciones mas
abajo), las solucidn externa de registro fue modificada respecto a la descrita para los registros
de las células de cultivos primarios; esto con la finalidad de disminuir la amplitud de las
corrientes generadas por los canales transfectados, quedando de la siguiente manera la
solucién externa baja en sodio (nuevamente en mM): 60 NaCl, 96.5 cloruro de colina, 2 CaCl,, 2
MgCl,, y 10 HEPES-NaOH (pH 7.4), la solucién interna utilizada fue la misma que se describié

arriba.

Las pipetas de registro fueron generadas a partir de capilares de vidrio TW150-3 (WPI, Inc.),
usando un estirador de pipetas modelo P-97 Flaming-Brown (Sutter Instrument Co.), acto
seguido las puntas de éstas se pulieron al calor con una microforja (MF-830, Narishigue Co.
Japon). Bajo estas condiciones, la resistencia de las pipetas fue tipicamente de 3 a 4 MQ. La
resistencia en serie de la célula completa fue estimada a partir de la cancelaciéon de los
transitorios capacitivos con el circuito acoplado del amplificador, y fueron compensados
eléctricamente en un 40 — 60%. El potencial de mantenimiento fue de -100 mV. Las sefiales de
corriente fueron muestreadas usualmente a 50 kHz, seguidos de un filtrado analégico a 5 kHz
utilizando el filtro del propio amplificador de patch clamp. En muchos de los casos, las
corrientes fueron registradas en dos canales, uno con sustraccidon en linea de la corriente de
fuga usando el método P/-5, y otro para evaluar la estabilidad de la célula y mantener la
corriente. En las figuras de la presente tesis solo se muestran los datos con la corriente de fuga

sustraida.
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Los registros de corriente fueron analizados con la aplicacién Clampfit del software pClamp
9.02, con éste se obtuvieron los valores de la corriente al pico de cada trazo de corriente y
cuando fue el caso, se ajustaron con funciones exponenciales. Los valores promedio de los
diferentes pardmetros biofisicos analizados (amplitud, activacion dependiente de voltaje,
inactivacion en el estado estacionario, y recuperacion de la inactivacion) se obtuvieron en Excel
(Microsoft) y los graficos finales fueron generados con Prism 5 (GraphPad). Para determinar la
dependencia al voltaje de la activacidn de la corriente generada por los canales Nay, los datos

de las curvas I-V se ajustaron con la siguiente ecuacién de Boltzmann modificada:

I= /max(vm - Vrev)/(l + eXp[(Vl/Z - Vm)/k]) (EcuaCién 1)

donde /nhax €s la corriente maxima observada, V., es el potencial de membrana, V.., el potencial
de inversion de la corriente, V1, el voltaje al cual se alcanza el 50% de la Imax, Y k €s la pendiente
de la relacién. Todos los resultados cuantitativos son presentados en el texto y en las figuras
como el promedio * el error estandar (EE). Las diferencias entre las medias aritméticas fueron
definidas mediante una prueba t de Student y los datos fueron considerados significativos solo

cuando P < 0.05.

Transfeccién de células HEK-293 y HelLa con canales Nay

Los canales Nay1.5, Nay1.6 y Nayl1.7 (gentilmente donados por los Drs. Eduardo Salinas, Edward
Perez-Reyes y Gail Mandel, respectivamente), fueron expresados en células HEK-293 y Hela
mediante transfecciones transitorias de los plasmidos correspondientes, empleando el reactivo
JetPEl (Polyplus Transfection) como agente transfectante. Brevemente, se sembraron células
HEK-293 y Hela en placas de 35 mm a una confluencia aproximada del 60% y se incubaron por
24 h a 37°C con 5% de CO,. Las reacciones de transfeccion consistieron de dos soluciones: la
solucién A que contenia 2.5 pug del DNA codificante para el canal de sodio de interés y 200 ng
del DNA codificante para la proteina verde fluorescente; por su parte la solucién B contenia 5 pl
del reactivo jetPEl. Ambas soluciones se llevaron a un volumen final de 100 pL con NaCl 150

mM. Después de mezclar ambas soluciones en un vértex por 10 s, la solucidn B se agregd gota
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por gota a la solucién A. La mezcla resultante se agitd vigorosamente en vortex, se centrifugd a
13,000 rpm por 10 s y se incubé 30 min a temperatura ambiente. Al término de este periodo de
incubacidn, la mezcla se agregd por goteo a la caja de cultivo correspondiente y se incubd a
37°C con 5% de CO,. A las 24 h de haber realizado la transfecciéon, las células fueron
tripsinizadas y una alicuota de aproximadamente 15% de la suspension celular fue sembrada
sobre cubre objetos para realizar registros electrofisioldgicos 2 h después. Este procedimiento

de siembra para registro electrofisioldgico se repitid a las 48 y 72 h posteriores a la transfeccién.

Construccion de shRNAs contra Nay1.6

Con la meta de profundizar en la caracterizacién del papel de los canales Nay1.6 en la biologia
del CaCu, se desarrollaron RNAs de horquilla corta (shRNAs) para abatir la traduccién del mRNA
del gen SCN8A (Nayl.6). La utilizacion de shRNAs como herramienta molecular nos permitio

desarrollar distintos ensayos de biologia celular, molecular y electrofisiologia.

Para el desarrollo de los shRNAs dirigidos contra el canal Nay1.6 (Tabla 2) realicé una estancia
de 6 meses en el laboratorio del Dr. Edward Perez-Reyes, de la Universidad de Virginia en los
Estados Unidos de América. Brevemente, las secuencias de nucleétidos fueron adquiridas
comercialmente en forma de oligonucledtidos fosforilados en el extremo 5’. Para cada shRNA se
sintetizd la secuencia reverso-complementaria para formar fragmentos de DNA de doble
cadena. Para ello, se mezclaron 10 ng de cada par de primers (concentracion final de 20 nM)
junto con el amortiguador de la enzima ligasa T4; la mezcla se incubd a 95°C por 2 min, y
después se sometid a una rampa de temperatura que bajo ésta a 25°C a una razén de -3°C/min;
inmediatamente después, la mezcla se incubd en hielo por 5 min. Posteriormente, se agregd a la
mezcla de reaccidon 10 ng de los primers ya linearizados, 20 ng del vector pLVUTHShGATA1-tTR-
KRAB (No. de registro en Addgene: 11650) linearizado (con la enzima BsmBI) y desfosforilado, y
2U de ligasa T4. La mezcla se incubd a temperatura ambiente por 5 min seguido de 5 min en

hielo. Esta reaccion se utilizé para transformar bacterias quimicamente competentes.
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Tabla 2. Secuencia de shRNAs dirigidos contra Nay1.6

shRNA Secuencia sentido Asa Secuencia antisentido
16D F 5- GCGA CCCATAAACTTCAACGAGAG CTGTGAAGCCACAGATGGG  CTCTCGTTGAAGTTTATGGG CTGC-3
R3- CGCT GGGTATTTGAAGTTGCTCTC GACACTTCGGTGTCTACCC GAGAGCAACTTCAAATACCC GACG -5
16E F5- GCGA GTATTAAACAGAGGGAAAA CTGTGAAGCCACAGATGGG ~ TTTTCCCTCTGTTTAATAC CTGC-3
R3- CGCT CATAATTTGTCTCCCTTTT GACACTTCGGTGTCTACCC AAAAGGGAGACAAATTATG GACG -5
16F F5- GCGA GATTTATTGTCTCCCTCAGTT CTGTGAAGCCACAGATGGG ~ AACTGAGGGAGACAATAAATC  CTGC-3’
R3- CGCT CTAAATAACAGAGGGAGTCAA  GACACTTCGGTGTCTACCC TTGACTCCCTCTGTTATTTAG GACG -5
16G F5- GCGA TCTCTTTAGTCAGCCTTATAG CTGTGAAGCCACAGATGGG ~ CTATAAGGCTGACTAAAGAGA CTGC -3
R3- CGCT AGAGAAATCAGTCGGAATATC  GACACTTCGGTGTCTACCC GATATTCCGACTGATTTCTCT GACG -5
16H F 5- GCGA CTTCTGAAATCCGATTTGAAA CTGTGAAGCCACAGATGGG  TTTCAAATCGGATTTCAGAAG CTGC-3
R3- CGCT GAAGACTTTAGGCTAAACTTT GACACTTCGGTGTCTACCC AAAGTTTAGCCTAAAGTCTTC GACG -5
161 F5- GCGA GTTATCCGATTGGCCCGTATT CTGTGAAGCCACAGATGGG  AATACGGGCCAATCGGATAAC CTGC-3
R3- CGCT CAATAGGCTAACCGGGCATAA  GACACTTCGGTGTCTACCC TTATGCCCGGTTAGCCTATTG GACG -5
165 F5- GCGA AGGTACCGTTAATCACACTGT CTGTGAAGCCACAGATGGG  ACAGTGTGATTAACGGTACCT CTGC-3
R3- CGCT TCCATGGCAATTAGTGTGACA  GACACTTCGGTGTCTACCC TGTCACACTAATTGCCATGGA GACG -5

F: Secuencia sentido; R: Secuencia antisentido.

Las bacterias transformadas crecieron en placas de agar-medio Luria-Bertoni (LB) con ampicilina
(100 pg/ml). Se eligieron algunas colonias para amplificar en medio LB liquido con ampicilina a
la misma concentracién, para amplificar el DNA plasmidico, el cual fue aislado empleando los
reactivos del estuche QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN). Posteriormente las construcciones
fueron secuenciadas de forma automatica para corroborar la correcta incorporaciéon de cada
shRNA. De esta manera se generaron 7 construcciones distintas como la que se esquematiza en

la Figura 11.
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Figura 11. Esquema del plasmido que codifica para el shARNA16H. Se utilizé como esqueleto al plasmido
pLVUTHsShGATA1-tTR-KRAB en el que se ligaron las distintas secuencias que codifican para shRNAs
dirigidos contra Nay1.6 (16D a 16l), asi como para una secuencia control sin blanco molecular en las
células (denominada 16S) (ver Tabla 3). La secuencia nucleotidica de los shRNAs se encuentra bajo el
control del promotor de ubiquitina y su transcripcién fue inducida por la adicién de doxiciclina (10
ng/ml) al medio de cultivo, al igual que el DNA codificante para la proteina verde fluorescente, que sirvié
como indicador positivo de la expresidon del pldasmido. Este plasmido fue denominado Krabl16H, por
contener subclonado la secuencia del shRNA 16H. Utilizando la misma nomenclatura se designd el resto
de los pldsmidos que contenian los diferentes shRNAs.

La eficiencia de cada construccién para abatir los niveles del mRNA de Nay1.6 fue evaluada,
mediante su transfeccién junto con el DNA del propio canal Nayl.6 en células HEK-293-FT
(ATCC). Para realizar la transfeccion, una cantidad suficiente de las células HEK-293-FT fueron
sembradas en placas de 12 pozos, de tal manera que alcanzaran una confluencia del ~60% a las
24 h de ser sembradas. Cada reaccién de transfeccidén fue preparada en un volumen final de 100
pl e incluyé 300 ng del DNA del canal Nay1.6, 1 pug de cada construccién molecular de shRNA y
2.6 pL de Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Las células transfectadas fueron incubadas por 48 h.
Posteriormente se extrajo el RNA total con el kit NucleoSpin RNA I, de la manera descrita
anteriormente. La concentracién de las muestras fue determinada por espectrofotometria en
un Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies). Cuando las muestras no fueron empleadas
inmediatamente, éstas fueron almacenadas a -80°C hasta su uso. Se utilizé 1 ug de RNA total
para sintetizar cDNA, que sirvi6 como molde en reacciones de PCR en Tiempo Real para
determinar la abundancia relativa del mRNA del canal Nay1.6. Las reacciones de gPCR fueron

realizadas por triplicado empleando los siguientes primers, F: 5’-GCTGCTGGTGTGTCTCATCT-3" y
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R: 5’-AAAGCAGTAGTGGTACTTTCCCGC-3’; especificos para la secuencia de Nayl.6 de humano
(No. de acceso al GenBank: AF225988). En este caso, las reacciones de qPCR se llevaron a cabo
utilizando el reactivo SyberGreen; asi como el mismo programa de ciclado térmico descrito
anteriormente. La expresion del gen GAPDH fue determinada en las mismas muestras, al mismo
tiempo, para ser empleado como control enddgeno en el andlisis de datos, mediante el método
2-AACt

(Livak & Schmittgen, 2001), descrito anteriormente. Los resultados se muestran como el

promedio de las reacciones realizadas de forma independiente + desviacidon estandar (DE).

Generacion de lentivirus con shRNA contra Nay1.6

En colaboracidn con Edgar Fernan Gonzdlez Buendia y Georgina Guerrero Avendaiio, del
laboratorio del Dr. Félix Recillas Targa, del Instituto de Fisiologia Celular de esta Universidad
Nacional, se generaron lentivirus empleando las construcciones moleculares de los shRNAs
descritos en la seccién anterior. Las particulas lentivirales fueron generadas empleando el
sistema ViraPower™ Lentiviral Expression Systems (Invitrogen) y las construcciones moleculares
Krabl6H y Krabl6S, siguiendo las instrucciones descritas en el manual del usuario. Se
sembraron 10 X 10° células HEK-293-FT con 20 ml de medio DMEM suplementado con SFB
(10%), antibidtico y glutamina, en cajas de 150 mm 24 h antes de transfectar los DNAs
codificantes para los shRNAs, la envoltura y las proteinas empaquetadoras virales. En la reaccién
de transfeccidon se incluyeron los siguientes DNAs: 20 pg de Krab16H o Krab16S, 10 ug de DNA
de envoltura viral y 10 ug de DNA de proteinas empaquetadoras (pMD2.6 y psPAX2). Los DNAs
se mezclaron en un tubo Falcon de 15 ml con 400 ul de CaCl, 1.5 M, esterilizado por filtracion y
1.5 ml de H,0 estéril, mezclando con agitacidn suave. Se agregaron 2 ml de HBS 2X a la mezcla
de DNAs burbujeando al mismo tiempo con una pipeta Pasteur. Al terminar de agregar el HBS
2X se siguié burbujeando por 15 s mas. Se agregd por goteo la mezcla sobre el medio de cultivo
en las cajas con las células; se agitd cuidadosamente e inmediatamente se incubaron a 37°C con
5% de CO,. Después de 10 — 12 h de incubacidn, se retird la mezcla de reaccién, se lavaron las
células una vez con PBS, y por ultimo se afiadieron 16 ml de medio de cultivo completo. Las
células se incubaron nuevamente 37°C con 5% de CO,. y después de 36 — 48 h del inicio de la

transfeccidn se colecté el sobrenadante de las cajas tratadas con la misma mezcla de DNA en un
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tubo Falcon de 50 ml y se centrifugd a 2,000 rpm por 7 min a 4°C para precipitar cualquier resto
celular o agente contaminante. Los sobrenadantes se transfirieron a tubos de ultracentrifuga
para el rotor SW-28 (Beckman Coulter) y se centrifugd a 25,000 rpm por 160 min a 4°C. El
sobrenadante se desechd en una solucién acuosa de cloro al 10%, y los tubos se colocaron boca
abajo en una gradilla con toallas absorbentes por ~10 min. Posteriormente, se agregaron 50 pl
de PBS a 4°C, pH 7.4 al pellet de cada tubo, se sellaron con parafilm y se incubaron toda la
noche a 4°C. Las particulas lentivirales se resuspendieron pipeteando cuidadosamente ~ 15-20
veces con el PBS contenido en los tubos. Finalmente, se prepararon alicuotas de 20 pl c/u, se

congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y posteriormente se almacenaron a -80°C.

Transduccién de células de CaCu con lentivirus 16H y 16S

Los lentivirus que contenian a los shRNAs Krab1l6H y Krab16S fueron denominados lentivirus
16H y lentivirus 16S, respectivamente, y fueron empleados en la transduccién de células Hela
para comprobar su eficiencia. Brevemente, se sembraron 50 mil células en pozos de 35 mm
(placas multipozos de 6), 24 h antes de ser infectadas. Se preparé una solucién con las particulas
virales en medio de cultivo sin suero agregando una alicuota de particulas virales (20 ul) a 980 pl
de medio de cultivo, se mezcld por inversion 6 — 8 veces. Se retird el medio del cultivo celular de
las placas, se agregaron 500 pl de medio fresco sin suero, y posteriormente se agregd la
solucidn viral correspondiente. Se mezclé pipeteando cuidadosamente 3 veces y se incubd toda
la noche a 37°C con 5% de CO,. Se aspir6é el sobrenadante con una pipeta y se deseché en
solucion acuosa con cloro al 10%. Se agregaron 2 ml de medio fresco y se incubd por 72 h,
cambiando el medio de cultivo cada 24 h para promover la recuperacion y proliferacién celular.
La expresion de los shRNAs fue inducida adicionando 2 pl de doxiciclina (Dox) 20 ng/ul al medio
de cultivo; después de 72 h de incubacién se observaron las células al microscopio para
comprobar la expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) en las células infectadas.
Posteriormente, las células fueron tripsinizadas y divididas en dos grupos para generar lineas
estables con los lentivirus 16H y 16S. El grupo a) fue sembrado para su amplificacion
directamente en una caja de 35 mm con 2 ml de medio de cultivo, y el grupo b) fue empleado

para seleccionar por citometria de flujo aquellas células que presentaron la sefial de la GFP mas
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intensa, usando células Hela sin infectar como control. Las células con fluorescencia verde
intensa se sembraron en una placa de 35 mm con 2 ml de medio de cultivo. Después de 72 h las
células de ambos grupos fueron tripsinizadas y transferidas a placas de 100 mm para su
expansion. Al llegar a una confluencia del 80% (~48-72 h después) las células fueron
tripsinizadas, resuspendidas en medio de congelacion (DMEM, 20% de SFB y 10% de DMSO), y
se prepararon alicuotas que se congelaron y almacenaron en nitrégeno liquido para su uso

posterior.

Mediante un procedimiento similar se realizé la transduccién de células CaCu354 para probar la
efectividad del shRNA 16H sobre los canales Nayl.6 expresados endégenamente por dichas
células derivadas de cultivos primarios de CaCu. En este caso solo se utilizaron los lentivirus 16H
para infectar las células CaCu354 y la expresién del shRNA inducida por Dox se evalud a las 24,
48 y 72 h, mediante la observacién de células con fluorescencia de la GFP. Al constatarse ésta,
las células fueron tripsinizadas y una alicuota de 200 ul fue sembrada en cubreobjetos para
realizar registros electrofisioldgicos con la técnica de patch clamp. El resto de las células fueron
concentradas por centrifugacién vy lisadas para extraer RNA total con el reactivo Trizol. La
concentracion de RNA fue determinada mediante espectrofotometria en un Nanodrop ND-
1000, y las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su uso posterior. Después de colectar las
muestras de RNA a los diferentes tiempos de induccidn con Dox, éstas fueron empleadas para
sintetizar cDNA, para finalmente analizar mediante gPCR los niveles de mRNA de Nay1.6, bajo

las condiciones descritas anteriormente.
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RESULTADOS

Niveles de mRNA de subunidades de canales Nay en muestras de cérvix uterino:
sobre expresion especifica de Nay1.6 en CaCu.

En una fase previa al presente trabajo de tesis (Hernandez Plata, 2008) se cuantificé la expresidon
del gen que codifica para B-actina para ser utilizado en la normalizacidn de los niveles de
expresion de las subunidades de los canales Nay, sin embargo, los resultados mostraron que 3-
actina se sobre expresa drasticamente en las muestras cancerosas estudiadas, lo cual estd
acorde con observaciones recientes en distintos tipos de cancer (Guo et al., 2013). Por esta
razén, en el presente trabajo se determinaron los niveles de expresion del gen de la
hipoxantina-fosfo-ribosil-transferasa 1 (HPRT1), para usarse como gen normalizador, el cual ha
sido reportado como uno de los candidatos ideales para este tipo de estudios, por presentar
bajas variaciones de expresidon entre muestras sanas y cancerosas, asi como entre muestras de
distintos tipos de cancer (de Kok et al., 2005; Valente et al., 2009). Los niveles transcripcionales
de las subunidades a y B de los canales Nay de interés, asi como del gen de referencia HPRT1,
fueron determinados por PCR tiempo real en los tres cultivos primarios de CaCu, asi como en

seis biopsias de CaCu y cinco de CNC.

Para fines comparativos se graficaron directamente los valores de Ct, asumiendo el mismo ciclo
umbral para todos los genes evaluados. Es importante tener en cuenta que el valor de Ct es
inversamente proporcional a la cantidad de RNA inicial presente en la muestra; es decir, a
menor valor de Ct, mayor cantidad de mRNA. Muchos de los genes analizados en las muestras
de CaCu y CNC mostraron valores de Ct que se ubican dentro de la categoria de niveles de
expresion moderada (26 a 30 ciclos), incluyendo el gen de referencia HPRT1 (Figura 12A). Por
otro lado, en muestras de CNC, los genes que codifican para las subunidades Nay1.1, Nayl.6 y
Nayl.7 mostraron valores altos de Ct (34 a 38), indicando niveles de expresién génica bajos. Sin
embargo, es de llamar la atencion que precisamente Nayl.6 y Nayl.7 presentaron una alta
expresion en las muestras de CaCu, y mostraron las diferencias en niveles de expresion mas

grandes entre todas las subunidades analizadas (Figura 12B).
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Figura 12. Niveles de expresion de las subunidades a de los canales Nay en muestras de CaCu versus
CNC. A) Niveles de mRNA de subunidades a de canales Nay y HPRT1 en muestras de CaCu y CNC. Las
cajas representan los cuartiles superior e inferior de los valores de ciclo umbral (Ct) con sus respectivas
medianas, las barras representan los percentiles 10° y 90°. Las cajas blancas representan las muestras de
CNC (n =5), las grises las muestras de CaCu (cultivos primarios y biopsias; n = 9). B) Niveles relativos del
MRNA de las subunidades o de los canales Nay. Las barras muestran la diferencia en nimero de veces de
los niveles de las subunidades o de los canales Nay entre muestras de CaCu y CNC. La subunidad Nay1.6
fue la que aumentd en mayor proporcion en las muestras de CaCu, respecto a las biopsias de CNC.
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Los experimentos de gPCR de la Figura 12 muestran que las subunidades a sensibles a la TTX de
los canales Nay investigadas en el presente trabajo son expresadas a nivel de mRNA en el cérvix
uterino, tanto canceroso como no canceroso. Las determinaciones cuantitativas de la expresion
de mRNA mostraron que no hay diferencias significativas en los niveles de Nay1.1, Nay1.2 y
Nayl.3 entre muestras de CaCu y CNC; por el contrario, el mRNA de Nayl.6 se encontré
especificamente sobreexpresado en las muestras cancerosas (Figura 12B). En promedio, las
determinaciones de gPCR revelaron que la expresién relativa del mRNA de Nayl.6 en las
muestras de CaCu fue de 40 veces mayor, en comparacion con las muestras de CNC. Un andlisis
adicional en el que se separaron los datos de las muestras de los cultivos primarios y biopsias de
CaCu comparando cada grupo por separado contra las muestras de CNC, demostré que la sobre
expresion del canal Nayl.6 fue mds evidente en los cultivos primarios que en las biopsias de
CaCu (Figura 13). Una posible explicacidn a esta diferencia puede ser que la poblacion de células
epiteliales que sobre expresan los canales se encuentra enriquecida en los cultivos primarios
comparados con las biopsias de cérvix uterino (en las que existen otros tipos celulares como
endoteliales, sanguineas, etc.). No obstante, alin cuando las diferencias en los niveles de sobre
expresion fueron claramente distinguibles entre cultivos primarios y biopsias, ambos grupos de

muestras mostraron la misma tendencia en presentar niveles mayores de Nay1.6.

La subunidad Nay1.4, también clasificada como sensible a la TTX, presenté los valores de Ct mas
altos entre todas las subunidades de canales Nay (38.4 £+ 0.7 en CNC, n=6; y 36.9 + 1.4 en CaCu,
n = 9). La escasa expresion de la subunidad Nayl.4 en el tejido epitelial del cérvix es
probablemente debida a que ésta es principalmente expresada en células musculares (Catterall
et al., 2005). Por lo anterior, esta subunidad no se estudié con mayor detalle en el presente

trabajo.
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Figura 13. Sobre expresion de los niveles de mRNA de las subunidades o de los canales Nay en CaCu.
Los datos de la Fig. 12 fueron divididos en cultivos primarios (A) y biopsias de CaCu (B), para mostrar los
niveles de sobre expresidon por separado. Los niveles de expresion de todas las subunidades fueron
normalizados con respecto a HPRT1. Nétese que en el caso de los cultivos primarios, los niveles de
expresion son 10 veces mayores que en biopsias.

Las células de CaCu no expresan los canales resistentes a la TTX Nay1.5

En el primer trabajo de nuestro laboratorio donde se reporta la presencia funcional de canales
de sodio en cultivos primarios de CaCu, se presentaron evidencias electrofisioldgicas de que la
corriente de sodio total de las células de CaCu no presentaba un componente apreciable de
corrientes de sodio resistentes a la TTX (Diaz et al., 2007). No obstante, existe un numero
importante de reportes que han documentado la sobre expresién de la subunidad Nay1.5, tanto
en su versiéon neonatal (Nayl.5-N), como adulta (Nayl.5-A) en distintos tipos de cancer
(Brackenbury, 2012); por este motivo surgid el interés de evaluar la expresién de ambas
subunidades a nivel de mRNA y proteina en las biopsias de CaCu. Para ello se disefié una sonda
TagMan especifica para cada isoforma y se evalud la eficiencia de la reaccion de PCR a partir de
la generacién de rangos dinamicos. Para evaluar la sonda Nay1.5-N se empled cDNA sintetizado
a partir de RNA total de células MDA-MB-231 (Figura 14), en las que se ha reportado una
abundante expresién del canal (Fraser et al., 2005). Para el caso de la sonda Nayl.5-A, las
diluciones seriales fueron generadas a partir del propio DNA que codifica para la subunidad

Nayl1.5 (ver Materiales y Métodos).
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Figura 14. Determinacion de la eficiencia de la reaccién de qPCR con la sonda Nay1.5-N mediante el
empleo de un rango dinamico. Ajuste lineal de los valores de Ct (media + desviacidn estandar)
correspondientes a cada reaccién de gPCR realizada por duplicado, en las que se usaron diluciones
seriales 1:2 del cDNA sintetizado a partir de 3 pg de RNA total de células MDA-MB-231. Se presenta la
ecuacién de la recta generada con los pardmetros obtenidos del ajuste. La eficiencia de reaccidon fue del
100% y se calculé con la ecuacién E= 10%*) - 1; en donde S es la pendiente de la recta generada por el
ajuste de los puntos experimentales con una regresion lineal (Hernandez Plata, 2008).

Los valores de Ct obtenidos a partir de experimentos de gPCR indicaron que los niveles de
mMRNA de las dos isoformas de Nay1.5, neonatal y adulta, son practicamente indistinguibles
entre las muestras de CaCu y las de CNC (Figura 15A). No obstante, los niveles relativos de la
subunidad Nayl.5 de adulto son aproximadamente 10 veces mas abundantes que los de la
isoforma neonatal, ya que el Ct de esta ultima fue 3.3 unidades mas grande que el de la
subunidad adulta. Independientemente de Ila diferencia en abundancia entre ambas
subunidades en CaCu, los niveles relativos de estas respecto al CNC fueron inferiores a la unidad
(Figura 15B), lo que indica que ambas subunidades disminuyen su expresion en el CaCu. Por
otro lado, empleando un anticuerpo especifico para la subunidad Nayl.5 en experimentos de
inmunohistoquimica, se corrobord la ausencia de la proteina de ambas subunidades en cortes

histolégicos de biopsias de CaCu de distintas etapas de desarrollo (Figura 15C, Fotos a y b).
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Figura 15. La proteina del canal Nay1.5 no es expresada por las células de CaCu. A) Valores de Ct
(media  EE) de los niveles de mRNA de las isoformas neonatal (Nay1.5-N) y adulta (Nay1.5-A) del canal
Nay1l.5 en muestras de cancer cervicouterino (CaCu; n = 9) y cérvix no canceroso (CNC; n = 6). La
determinacion de la abundancia relativa por qPCR se realizé usando los primers y sondas de la Tabla 1.
B) Cambio en numero de veces de la abundancia relativa de las dos isoformas del canal Nay1.5 en
muestras de CaCu versus muestras de CNC. Los valores de Ct de las isoformas de la subunidad Nay1.5
fueron normalizados con los valores respectivos de HPRT1. Ambas isoformas mostraron niveles menores
de mRNA en las muestras de CaCu con respecto al CNC. €) Ausencia de inmunorreactividad de la
proteina del canal Nayl.5 en cancer cervicouterino. Secciones de biopsias de CaCu de las etapas FIGO
1B (a) y 1B (b). Notese la ausencia de inmunorreactividad para Nay1.5. Por el contrario, las secciones de
corazén humano (control positivo) presentaron una fuerte tincién para la proteina Nayl1.5 (c). Como
control adicional, la expresidn del canal Nayl.5 fue inducida en células HeLa mediante transfeccién
transitoria, lo cual generé una inmunorreactividad robusta de la proteina del canal Nay1.5 (mostrado
con flechas). Las barras de escala representan 50 um.

[41]



Como controles positivos de las reacciones inmunoldgicas se utilizaron cortes de corazén
humano (Foto ¢); asi como células Hela transfectadas con la subunidad Nay1.5 contenida en el

plasmido pcDNA3 (Foto d).

Las células Hela transfectadas con el DNA del canal Nay1.5 fueron sometidas a experimentos de
patch clamp para corroborar la expresion funcional de los canales de sodio transfectados
transitoriamente. Las células Hela no expresan canales Nay enddgenos (Sanchez-Sandoval,
2013), por lo que no evidenciaron corrientes de sodio activadas por voltaje (Figura 16A),
mientras que todas las células Hela transfectadas y estudiadas con la técnica de patch clamp
generaron corrientes de sodio prominentes (5.4 £ 2.0 nA; n = 7), mismas que fueron bloqueadas
en ~ 80% de su amplitud con 30 uM de TTX (Figura 16B). El bloqueo parcial con la toxina
confirma la naturaleza resistente a la TTX de la corriente de sodio generada por los canales

Nay1.5.

75 pA
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2ms 1.5nA  — 30 uM TTX

2ms

-20 mV -20 mV
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Figura 16. Corriente de sodio activada por voltaje en células Hela transfectadas con el canal Nay1.5.
Antes de ser fijadas para los ensayos de inmunocitoquimica, algunas de las células transfectadas con el
plasmido que codifica para el canal Nay1.5 fueron empleadas para comprobar la expresion funcional del
canal mediante experimentos de patch clamp. A) Seial de corriente registrada de una célula Hela no
transfectada en respuesta al pulso despolarizante que se ilustra al pie de la figura. La linea punteada
azul representa el nivel cero de corriente (basal). Notese que la corriente registrada (linea negra
continua) es practicamente una linea plana que no es diferente de la linea basal. B) Corrientes
registradas de una célula Hela transfectada con el canal Nay1.5 en respuesta al protocolo de voltaje
indicado. En rojo se muestra la corriente de sodio remanente después de exponer la célula a 30 uM de
TTX, lo que refleja el caracter resistente de la subunidad Nay1.5.
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Expresion diferencial de subunidades Nayf en cultivos primarios y biopsias de CaCu

La expresion de subunidades Nayf ha sido implicada en procesos de extensidon y adhesion
celular en neuronas y células cancerosas (Brackenbury & Isom, 2008; Chioni et al., 2009), por lo
que se analizaron los niveles de mRNA de las cuatro subunidades 3 de los canales Nay en
muestras de cérvix uterino no canceroso y canceroso. Contrario a lo observado para los niveles
de mRNA de las subunidades «, las subunidades accesorias [ mostraron tendencias
significativamente diferentes entre los cultivos primarios y las biopsias de CaCu, aunque Nayf1
siempre fue la subunidad mas abundante con valores de Ct considerados como de expresion
abundante (Cts < 26; Figura 17A). Haciendo una estimacion a partir de los valores crudos de Cts
de las subunidades Nayf3 (tanto de CaCu como de CNC), se encontrd que se expresan de 10 a
1000 moléculas mas de mRNA para la subunidad NayB1 que para cualquier otra subunidad (.
Ademas, esta subunidad fue la Unica que disminuyd en las biopsias de CaCu respecto a CNC
(Figura 17D), mientras que en los cultivos primarios de CaCu sus niveles de expresion fueron
muy semejantes a los de CNC (Figura 17C). Los datos de los paneles B, Cy D de la Figura 17
fueron obtenidos después de normalizar los valores de Ct de cada subunidad Nayp con los de

AAC (cambio en el nimero de

HPRT1 (control enddgeno), por lo que representan valores de 2
veces de los niveles de mRNA). Por su parte, Nay2 y NayB4 mostraron niveles de expresion
bajos en los cultivos primarios de CaCu (Ct de ~34), aunque las muestras de CNC tuvieron
valores mas bajos (Ct~30), es decir, los niveles de mRNA de ambas subunidades fueron ~15
veces mas bajos en los cultivos primarios. Paraddjicamente, el mensajero de ambas
subunidades fue ligeramente (alrededor de 30%) mds abundante en las biopsias de CaCu que en
las de CNC (Figura 17A y D). En promedio, considerando tanto cultivos primarios como biopsias
de CaCu, la subunidad Nayf33 fue la Unica que mostrd una sobre expresion (aunque el aumento
fue menos del 50%) en el CaCu en comparacion con las muestras de CNC (Figura 17B). La
comparacion directa entre cultivos primarios de CaCu y biopsias de CNC evidencia una fuerte
regulacidn negativa de la expresidon de Nay2 y Nay4 en el CaCu (Figura 17C). Por el contrario,
entre biopsias de CaCu y CNC no se detectaron cambios sustanciales en los niveles de expresion
(cambios maximos del 100%) (Figura 17D). Una probable explicacién para estas diferencias

entre cultivos primarios y biopsias de CaCu puede estar relacionada a la funcién en adhesion
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celular que ha sido asociada a las subunidades NayB1 y NayfB2 (Brackenbury et al., 2008;
Brackenbury & Isom, 2008; Jansson et al., 2012), una propiedad celular que puede ser diferente
entre biopsias y cultivos primarios, dado el contexto celular y de componentes de matriz

extracelular en el que se encuentran ambos tipos celulares.
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Figura 17. Cuantificacion de los niveles de mRNA de las subunidades B de los canales Na, en muestras
de CaCu y CNC. A) Valores de Ct (media + DE) para las subunidades indicadas. Los datos se obtuvieron a
partir de experimentos de gPCR, en los que se utiliz6 el cDNA de las mismas muestras utilizadas en la
determinacion de la abundancia relativa de las subunidades o de canales Nay: biopsias de CNC (n = 5),
biopsias de CaCu (n = 6) y cultivos primarios de CaCu (n = 3). Después de normalizar los valores de Ct de
cada subunidad B con los de HPRT1 (control endégeno), se obtuvieron los valores de 2**“ mismos que
se grafican como el cambio de expresién en el mRNA en numero de veces, respecto a CNC en CaCu,
cultivos primarios y biopsias (B); cultivos primarios de CaCu (C) y biopsias de CaCu (D).
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Localizacion de la proteina de las subunidades Nay1.6 y Nay1.7 en CaCu

Con el propésito de investigar si el aumento en la expresion del mensajero de las subunidades
Nayl1.6 y Nayl.7 observado en muestras de CaCu, se reflejaba a nivel de proteina se realizaron
experimentos de inmunohistoquimica en secciones de biopsias de CNC (n = 6) y CaCu (n =9), asi
como inmunocitoquimica en células derivadas de cultivos primarios (n = 3). Los resultados se
presentan de manera resumida en la Figura 18. Aunque la proteina de ambas subunidades fue
detectada en todas las muestras, el patron de la inmunorreactividad reveld una diferencia
importante entre los cortes de muestras de CNC y CaCu. La diferencia estribd en la localizacion
de las proteinas de Nay1.6 y Nay1.7, la cual fue mayormente limitada a la membrana plasmatica
de las células de la capa media y la zona superficial del epitelio escamoso cervical en las
secciones de CNC (Figuras 18Aa y 18Ab), mientras que en las biopsias de CaCu las proteinas
estuvieron ampliamente distribuidas en la membrana plasmatica y compartimentos citosélicos,
es decir en practicamente toda la célula (Figuras 18Ac - Af). No hubo diferencias obvias en la
intensidad de la sefial inmunolégica entre biopsias de diferentes etapas de desarrollo del CaCu
incluidas en el estudio (comparar fotos Ac y Ad contra fotos Ae y Af de Figura 18). Asimismo,
conforme a lo esperado no se detecté inmunorreactividad alguna en las secciones de biopsias
cuando se omitieron los anticuerpos primarios (Figuras 18Ag y Ah). De igual manera, las células
de los tres cultivos primarios (085, 354 y JP) también mostraron una fuerte sefal de
inmunotincidn para las proteinas Nay1.6 y Nay1.7 (Figura 18B). Asi, la sobreexpresion de Nay1.6
y Nayl.7 detectada a nivel de mRNA (Figura 12), tiene una correlacion positiva con una tincién
relativamente mayor para la proteina de los canales en tejido canceroso comparada con
muestras no cancerosas, y de manera mas evidente hay un cambio en la localizacién celular de

ambos canales, siendo mas ubicua su presencia en las células de CaCu que en las de CNC.
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Figura 18. Inmunodeteccion de los canales Nayl.6 y Nayl.7 en muestras de CaCu. A) Tincion
inmunohistoquimica en cortes de biopsias de CaCu para la deteccién de los canales Nay1.6 y Nayl1.7. La
tinciéon de ambos canales estuvo confinada principalmente a la membrana plasmatica de las células
localizadas desde la capa media hacia la capa superficial del epitelio escamoso cervicouterino (EE) en
secciones de CNC (tincion café: Fotos a y b); la inmunorreactividad en la lamina basal (LB) fue débil para
ambas proteinas. Por el contrario en biopsias de CaCu, la sefial para los canales Nayl.6 se observd
ampliamente distribuida en la membrana plasmatica, el citoplasma y el ndcleo de la mayoria de las
células de biopsias de CaCu de etapas FIGO IB (Foto c) y IlIB (Foto e). La inmunolocalizacién de Nay1.7
mostré un patrén similar que Nay1.6 aunque la sefial aparente en nucleo no fue consistente en todas las
secciones (Fotos d y f). No se observd inmunorreactividad al omitir los anticuerpos primarios en los
experimentos (Fotos g y h). Las imagenes son representativas de nueve biopsias de CaCu y seis de CNC.
B) Inmunocitoquimica para detectar la expresion las proteinas de Nay1.6 y Nay1.7 en cultivos celulares
de CaCu. Los cultivos primarios (085, 354 y JP) derivados de biopsias de CaCu presentaron
inmunorreactividad para los canales Nay1.6 (Fotos a, cy e) y Nay1.7 (Fotos b, d y f). Del mismo modo, los
controles negativos en donde se omitieron los anticuerpos primarios permitieron observar solamente
los nucleos tefiidos con hematoxilina (Fotos g y h). La linea de la escala representa 50 um.
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Contribucion de los canales Nay1.6 a la corriente de sodio total de las células de CaCu

El siguiente objetivo consistio en investigar si la sobreexpresiéon del mRNA que codifica para los
canales Nayl.6 y la fuerte inmunorreactividad detectada en las muestras de CaCu podia ser
asociada con un componente de la corriente de sodio total detectada en las células cancerosas.
Para tal fin se realizaron experimentos de patch clamp en la configuraciéon de célula completa
con células de los cultivos primarios de CaCu, cuya corriente de sodio habia sido caracterizada
previamente en nuestro laboratorio (Diaz et al., 2007). Como una herramienta farmacoldgica
para identificar la participacién de los canales Nay1.6 en la corriente total de sodio, se usé la
toxina Cn2 que ha sido reportada como un bloqueador especifico de los canales Nayl.6
(Schiavon et al., 2006; de la Vega & Possani, 2007). En la Figura 19A se muestra el bloqueo de la
corriente total de sodio registrada a 0 mV en una célula del cultivo primario 085, debido a la
presencia de 350 nM y 1 uM de la toxina Cn2 en la cdmara de registro. En promedio, con una
concentracion de 350 nM de Cn2, la amplitud de la corriente de sodio se redujo en un 30.3 +
5.0% (n = 8; Figura 19B). Aumentando la concentracion de la toxina a 1 uM se logré bloquear
una fraccion adicional de la corriente de sodio (~18% adicional), de tal forma que el porcentaje
total de bloqueo fue de 48.3 + 6.9% (n = 6). No se emplearon concentraciones mayores de Cn2
para prevenir el bloqueo inespecifico de otros canales de sodio. En algunos casos, en las
mismas células en las que se probd el efecto de la Cn2, también se comprobd que la corriente
de sodio remanente fuera bloqueada totalmente con 1 uM de TTX (Figura 194, trazo rojo), para
confirmar la naturaleza sensible a la TTX de las corrientes de sodio expresadas por este tipo
celular (Diaz et al., 2007). Un bloqueo similar se observé cuando se realizé este mismo tipo de

experimentos en células del cultivo primario 354 (datos no mostrados).
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Figura 19. Contribucion de los canales Nay1.6 a la corriente de sodio de las células de CaCu. A)
Corrientes de sodio representativas obtenidas de una célula del cultivo de CaCu 085. Los registros de
corriente fueron evocados mediante el protocolo de voltaje ilustrado al pie de la figura bajo fijacién de
voltaje con la técnica de patch clamp en la configuracién de célula completa. Después del registro de la
corriente Control se aplicaron localmente las concentraciones indicadas de la toxina Cn2, y
posteriormente 1 uM de TTX (trazo rojo). B) Porcentaje del bloqueo de la corriente de sodio con 350 nM
y 1 uM de Cn2. Las barras muestran el promedio *+ EE (n = 8 y 6, respectivamente). En todas las células
investigadas la corriente resistente a Cn2 fue bloqueada en su totalidad con 1 uM de TTX.

Participacion de los canales Nay en el comportamiento metastasico de las células de CaCu

Una vez establecida la presencia y funcionalidad de los canales Nay1.6 en las células de CaCu
(tanto en biopsias como en cultivos primarios), la siguiente interrogante fue investigar si la
actividad de los canales Nay, en general, y Nay1.6, en particular, participa en el comportamiento
metastdsico de las células de CaCu, es decir, si contribuye a los fendmenos de migracion e
invasividad celular. Para abordar esta pregunta se realizaron ensayos funcionales in vitro con las
células de CaCu en presencia y ausencia de 6 uM de TTX y 1 uM de Cn2, concentraciones
suficientes para bloquear totalmente a las subpoblaciones de canales Nay sensibles a la TTX
(Fraser et al.,, 1999) y de manera especifica a Nayl.6 (Schiavon et al., 2006). Primero se
determiné la toxicidad de la TTX sobre la proliferacion de los cultivos primarios 085, 354 y JP. En
la Figura 20 se muestra que la proliferacién de las células de los cultivos celulares de CaCu 085 y

354 no fue afectada después de ser incubadas durante 72 h en presencia de la toxina a la
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misma concentracion empleada en los ensayos de movilidad e invasividad celular (6 puM).
Unicamente el cultivo JP presentd una disminucién discreta (~20%) aunque significativa en el

numero de células vivas en presencia de la TTX.
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Figura 20. Determinacion de toxicidad de la TTX para los cultivos celulares de CaCu. Nimero de células
(media + DE; n = 6) vivas de los cultivos de CaCu indicados después de 72 h de incubacién en ausencia
(Control) o en presencia de 6 uM de TTX. Los experimentos iniciaron con 50 mil células de cada cultivo y
después de 72 h de incubacion en condiciones estandar, en presencia o ausencia de TTX, las células
fueron despegadas de las placas de cultivo mediante digestidon enzimatica con tripsina y se cuantificaron
mediante una cdmara de Neubauer. El andlisis no pareado de las medias con la prueba de t de Student
indico que solo existen diferencias significativa en el cultivo JP, indicado con un * (p = 0.0003).

Tomando en consideracidon los resultados de proliferacidon, los ensayos de migracion e
invasividad fueron realizados empleando solamente los cultivos primarios 085 y 354. Ademas
las células del cultivo 085 son las que presentan la densidad de corriente mas grande de los tres
cultivos, mientras que en el cultivo 354 la corriente expresada es casi la mitad del primero (20.4
+4.3y9.8 2.0 pA/pF, respectivamente) (Diaz et al., 2007). Como se muestra en la Figura 21A,
la migracién no fue modificada significativamente por la presencia de TTX o Cn2 en ninguno de
los dos cultivos primarios. Por el contrario, la invasividad relativa de estas células fue
modificada por la accion de cada una de las toxinas (Figura 21B). Después de 72 h de
incubacién con 6 uM de TTX, la invasividad relativa de las células 085 mostré un decremento

significativo comparado con la condicidon control (en ausencia de la toxina); la invasividad
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normalizada disminuyd al 81.5% + 5.6%. Aun mas interesantemente, la toxina Cn2 (1 uM) tuvo
un efecto similar sobre este mismo comportamiento celular. En las células 354 se observd la
misma tendencia, la invasividad normalizada disminuyd a 79.5 £ 7.6% y 78.3 £ 7.6% con TTX y
Cn2, respectivamente. Estos resultados sugieren que el bloqueo de los canales de sodio, y
particularmente los canales Nay1.6, reduce la invasividad relativa de las células de los cultivos

primarios del CaCu.
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Figura 21. Contribucién de los canales Nay en la invasividad in vitro de cultivos primarios de CaCu
Migracion (A) e invasion (B) de células de CaCu en ausencia (Control) o en presencia de TTX 6 uM o Cn2
1 puM. Los valores de absorbancia (entre 0.6 y 1.2) de ambos ensayos fueron normalizados a las
condiciones control y expresados como porcentajes. Las columnas representan los promedios de al
menos tres experimentos independientes; las barras los errores estandar. Las diferencia significativas
entre el grupo Control y los tratamientos con las toxinas se indican con un asterisco; p < 0.001 (ANOVA
de una via, seguido de la prueba de Dunnett para medias).

Abatimiento de la expresion del canal Nay1.6 mediante shRNAs

Con el propésito de generar una estrategia con potencial terapéutico basada en la observacién
de que el canal Nay1.6 contribuye a la invasividad de las células de CaCu, durante la ultima
etapa de mis estudios de doctorado (y en estrecha colaboracion con el Dr. Edward Perez-Reyes
de la Universidad de Virginia) se desarrollé una estrategia lentiviral para disminuir la expresiéon
del mensajero del canal Nay1.6 en las células de CaCu. Primeramente, se construyé un shRNA

contra el mRNA del canal Nayl.6. Dicho shRNA se subclond en un vector cuya expresion es
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inducible, de tal forma que pueda ser empleado en diversos estudios enfocados a investigar el

papel del canal en la biologia del cancer.

Mediante un analisis de bioinformatica se disefiaron y sintetizaron distintas clonas que codifican
para shRNAs dirigidos a diferentes regiones del mRNA del canal Nayl.6; mismas que fueron
probadas mediante su transfeccién transitoria en células HEK-293-FT y posteriores ensayos de
gPCR. En la Figura 22 se muestran los shRNAs que lograron abatir efectivamente los niveles de
mRNA de Nayl1.6 y el porcentaje de disminucién en la abundancia relativa que cada uno produjo
en comparacion con la secuencia control (16S), la cual carecia de un blanco molecular en la
célula. Los resultados de la Figura 22 indican que la construccidn que codifica para el shRNA 16H
produjo la mayor disminucién de los niveles del mRNA del canal Nayl.6, por lo que los
oligonucleétidos 16H y 16S fueron utilizados para construir lentivirus (ver Materiales y

Métodos).
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Figura 22. Efecto de shRNAs sobre la abundancia relativa del mRNA de Nay1.6. La abundancia relativa
del mRNA de Nayl1.6 en células HEK-293-FT transfectadas con las construcciones de shRNAs indicadas
fue determinada por gPCR después de 48 h de incubacién. El porcentaje de abatimiento en los niveles
de Nayl1.6 que cada shRNA produjo fue normalizado con respecto al control 16S, empleando a GAPDH
como gen normalizador (n = 3).
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Transduccion de células de CaCu con lentivirus

Los lentivirus generados se utilizaron para infectar primeramente células Hela. La eficiencia de
la transduccion se evalué mediante la induccion de la expresién de la proteina verde
fluorescente (GFP), contenida en las construcciones Krabl6H y Krab16S, promovida por la
adicion de doxiciclina (Dox) al medio de cultivo en el que fueron incubadas las células (Figura
23). Como se puede observar en las microfotografias obtenidas bajo condiciones de
fluorescencia, practicamente el 100% de las células Hela fueron transducidas con los plasmidos
en cuestion; adicionalmente se comprobd que la induccidén con doxiciclina fue efectiva, ya que
no hubo expresion de GFP en las células cuyo cultivo no fue expuesto al antibidtico. Con la
caracterizacidon anterior se procedid a establecer dos tipos de lineas celulares: inducidas con
doxiciclina y no inducidas. Ambos tipos celulares fueron propagados y congelados en nitrégeno

liquido con medio de congelacidon para usos posteriores.

Krab16H Krab16S

Control Doxiciclina Control Doxiciclina

Figura 23. Transduccion de células HelLa con lentivirus 16H y 16S. Células Hela infectadas con los
lentivirus 16H (izquierda) y 16S (derecha). Después de 72 h de la infeccidn con el respectivo lentivirus, la
expresion de éste se indujo mediante la adicion de doxiciclina (2 pl, 20 ng/ul) al medio de cultivo. Un
grupo de células permanecié como Control sin la adiciéon de doxiciclina. Las fotos se adquirieron 72 h
después del estimulo con el antibidtico. Los paneles de la parte superior corresponden a las imagenes
bajo condiciones de fluorescencia de los mismos campos ilustrados en la parte inferior en contraste de
fases. La barra blanca en la imagen inferior de la extrema derecha representa 100 um y es valida para
todas las imagenes.
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Los lentivirus probados en células Hela fueron empleados bajo las mismas condiciones
experimentales para infectar células del cultivo CaCu 354 para inducir el abatimiento del mRNA
de Nayl.6. Después de cinco dias de haber sido infectadas, las células CaCu 354 fueron
propagadas para posteriormente ser divididas en dos grupos: a) Control, sin induccidn, y b)
inducido con Dox, para permitir la expresidn del shRNA, lo cual fue comprobado mediante la
observacion de la expresion de la proteina GFP (Figura 24B). Posteriormente, una alicuota de
~10% de cada grupo de células fue sembrada en fragmentos de cubreobjetos para registro
electrofisiolégico con la técnica de patch clamp, mediante las condiciones descritas
previamente; el resto de las células fue lisado para extraer RNA total con el reactivo de trizol. En
las células en las que se indujo la expresidon del shRNA con Dox se observé una reduccidn de
aproximadamente el 30% en la amplitud de la corriente de sodio registrada al pico de la curva
I-V (0 mV; Figura 24Cy D). El valor de densidad de corriente fue de -23 +3 pA/pF(n=6)y-16+
2 pA/pF (n = 8) en las células control y tratadas con Dox, respectivamente (Figura 24D). Los
resultados anteriores se obtuvieron de células tratadas durante 36 h con Dox, y como se puede
apreciar en la curva -V, la disminucion en la amplitud de la corriente de sodio causada por el
shRNA no se acompaind de cambios aparentes en la dependencia al voltaje de la activacion de la
corriente, lo cual es consistente con un efecto exclusivo sobre la cantidad de canales presentes

en la membrana plasmatica de las células de CaCu 354.
Los resultados de la presente seccion muestran que el uso de lentivirus para abatir la expresion

del mensajero del canal Nay1.6 en las células de CaCu representa una estrategia experimental

para disminuir la contribucidén de este canal a la corriente de sodio total de dichas células.
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Figura 24. Disminucidn de la corriente generada por los canales Na,1.6 en células de CaCu mediante la
accion de un shRNA. Fotografia con microscopia de campo claro (A) y en condiciones de fluorescencia
(B) de cultivos de células 354-16H tratadas con Dox (2 pl, 20 ng/ml) por 24 h. La eficiencia de la
transduccion se demuestra por el porcentaje de células que expresan la GFP en condiciones de
fluorescencia, el cual fue de ~70% en los cultivos estudiados. Después de un promedio de 36 h en cultivo
las células se estudiaron con la técnica de patch clamp y se obtuvieron registros de la corriente de sodio
total en ambos cultivos: no inducidos e inducidos con Dox (C), a partir de los cuales se construyeron
curvas I-V para ambas condiciones (D). Las lineas continuas representan el ajuste de los datos
experimentales con la Ecuacién 1 (ver Materiales y Métodos).

Expresion de canales Nay exégenos en lineas celulares de CaCu

Como un objetivo adicional del presente trabajo de tesis doctoral, y con el propdsito de obtener
un modelo celular para estudiar el papel de los canales de sodio en la biologia del CaCu, asi
como los posibles mecanismos moleculares por los que los canales Nay contribuyen a la
invasividad celular, se estudié la expresion de canales Nay exégenos en células Hela. Resultados

recientes de nuestro laboratorio demostraron que las lineas celulares de CaCu: Caski y Siha
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(positivas a VPH-16), asi como Calo, Hela e INBL (positivas a VPH-18) no expresan corrientes de
sodio activadas por voltaje enddgenas, observacion que fue apoyada por los escasos niveles de
MRNA de las diferentes subunidades o de los canales Nay. Sorprendentemente, las subunidades
B presentaron una expresion moderada en todas las lineas celulares estudiadas (Sanchez-
Sandoval, 2011). Por lo anterior, se utilizaron las células HeLa como un posible modelo de
expresion de canales Nay para posteriormente estudiar los aspectos relacionados con la biologia

del CaCu.

Para evaluar la capacidad de las células Hela de expresar funcionalmente canales Nay, se
transfectd el DNA de las subunidades Nay1.5, Nay1.6 o Nayl.7 mediante transfeccidn transitoria
y se realizaron registros electrofisiolégicos con la técnica de patch clamp en la configuracidn de
célula completa. Paralelamente, se realizaron las mismas transfecciones en células HEK-293 las
cuales sirvieron como referencia (Wehrens et al., 2002; Chatelier et al., 2008; Zhao et al., 2011)
para realizar la caracterizacién de las corrientes expresadas en las células HelLa. Debido a que la
amplitud de las corrientes generadas por los canales Nay transfectados fue excesivamente
grande (mayores a 10 nA) sobre todo para el canal Nayl.5, en esta serie de experimentos se
utilizé la solucién externa baja en sodio (ver Métodos). Bajo estas condiciones experimentales
se logré obtener registros de corriente de sodio generados por los canales Nay1.5 (Figura 25),
Nayl.6 (Figura 26), y Nayl.7 (Figura 27), tanto de células HeLa como de HEK-293, con
caracteristicas biofisicas muy semejantes, aunque también se observaron diferencias
apreciables, principalmente en la amplitud de las corrientes y en menor medida, en la cinética

de inactivacion.

La amplitud de las corrientes de sodio registradas en células Hela transfectadas con el canal
Nay1.5 fue mayor que la registrada bajo las mismas condiciones en células HEK-293 (Figura 25A
y B); no obstante, debido a que el tamafo (capacitancia membranal) de las células Hela es casi
3 veces mas grande que el de las HEK-293 (21.8 + 1.9 pF y 8.2 + 1.3 pF, respectivamente), la
cantidad de corriente por unidad de membrana fue mayor en esta uUltimas -142.3 + 9.7 pA/pF (n

=3) contra -31.1 + 3.8 pA/pF (n = 5) en las primeras. Ademas, la corriente maxima se registré a
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-20 mV en las células de CaCu, mientras que en las células HEK-293 ésta apareci6 a -30 mV
(Figura 25C). En este caso, no hubo diferencias aparentes en la cinética de las corrientes

generadas por ambos tipos celulares.
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Figura 25. Corrientes de sodio generadas por el canal Nay1.5 transfectado en células HelLa y HEK-293.
Trazos representativos de corrientes de sodio registradas a diferentes valores de V,, de una célula Hela
(A) y una HEK-293 (B). Las corrientes fueron evocadas por pulsos despolarizantes de 16 ms de duracién a
voltajes entre -60 y +60 mV en incrementos de 10 mV, a partir de un potencial de mantenimiento de
-100 mV. El trazo remarcado indica la corriente maxima registrada en cada uno de los tipos celulares. (C)
Relaciones I-V de la corriente del canal Nay1.5. A partir de registros como los mostrados en A y B se
graficd la amplitud méxima registrada a cada voltaje explorado (media + EE) de células Hela (n = 5) y
HEK-293 (n = 3). Notese que las células Hela expresaron 4 veces menos corriente por unidad de
membrana que las células HEK-293. Ademas en las primeras el pico de la curva I-V se alcanzd a -20 mV,
mientras que en las segundas esto sucedié a -30 mV. Los datos experimentales fueron ajustados con la
Ecuacién 1 (lineas continuas; ver Materiales y Métodos).

Ademads de la activacién dependiente de voltaje de la corriente generada por los canales Nay1.5,
también se investigd el proceso de inactivacion de dichos canales cuando se expresaron en
células Hela y HEK-293. En primer lugar, la inactivacidn en el estado estacionario se estudié con

un protocolo clasico de dos pulsos, uno para inactivar a los canales a diferentes valores de V,, y
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otro para evaluar la fraccion de canales disponibles para ser activados a -30 mV (ver protocolo
Figura 26B). Los resultados de la aplicacidon de estos protocolos en células Hela y HEK-293
transfectadas con el canal Nay1.5 se resumen en la Figura 26. A juzgar por la amplitud de las
corrientes registradas a -30 mV después del prepulso a -90 mV durante 200 ms, se infiere que la
inactivacion dependiente de voltaje del canal de sodio es similar en ambos tipos celulares
(Figura 26A y B). Esta observacion se confirmdé al normalizar la amplitud de las corrientes
registradas a -30 mV, cuyos valores fueron promediados entre el mismo grupo de células y
graficados en funcién del voltaje del prepulso (Figura 26C). Los datos experimentales se
ajustaron con funciones Boltzmann y los parametros obtenidos indicaron que el voltaje al cual
se inactivan el 50% de los canales Nay1.5 es practicamente el mismo en las células Hela que en

las HEK-293 (-87.4 £ 0.8y -89.6 £ 0.3 mV, respectivamente).
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Figura 26. Inactivacion en el estado estacionario de canales Nay1.5 en células HeLa y HEK-293. Trazos
representativos de la corriente de sodio evocada a -30 mV, después de prepulsos de 200 ms de duracion
a diferentes potenciales entre -110 y -50 mV (como se indica en el protocolo de voltaje al pie del panel
B) obtenidos de una célula Hela (A) y una HEK-293 (B) transfectadas con el canal Nay1.5. Con fines
comparativos se sefialan los trazos de corriente obtenidos después de la despolarizacidon por 200 ms a
-90 mV, en donde se puede apreciar que la magnitud de la corriente fue practicamente la misma en
ambos tipos celulares. €) Curvas de inactivacion en el estado estacionario del canal Nay1.5. Los puntos
experimentales se obtuvieron normalizando la amplitud de la corriente registrada a -30 mV y se grafican
en funcién del voltaje del prepulso. Cada grupo de datos fue ajustado con una funcién Boltzmann (lineas
continuas). Mismas células que en la Figura 25.
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El segundo aspecto de la inactivacion de los canales Nayl.5 que se exploré en el presente
estudio fue el curso temporal con el que los canales se recuperan de la inactivacidn. Utilizando
el protocolo de voltaje ilustrado en la Figura 27B, se obtuvieron registros de corriente de sodio
de células Hela (Figura 27A) y HEK-293 (Figura 27B) transfectadas con el canal Nayl.5.
Analizando la amplitud de los registros en ambas células se observa que después de 120 ms a
-100 mV practicamente el 100% de los canales se encuentran disponibles para ser activados
nuevamente, aunque esto sucedid mads rdpidamente cuando el canal se expresé en células Hela
(Figura 27C). La constante de tiempo de recuperacién de la inactivacién (1) fue de 31 £ 1 ms

para Helay 44 + 1 ms para HEK-293 (n = 3 en ambos casos).
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Figura 27. Recuperacion de la inactivacion de los canales Nayl.5. Trazos representativos de la
recuperacion de la inactivacién de los canales Nayl1.5 en células Hela (A) y HEK-293 (B). Los canales de
sodio fueron activados e inactivados con un prepulso de 10 ms a -30 mV (a partir de un potencial de
mantenimiento de -100 mV), seguido de un periodo de recuperacion a -100 mV por periodos de 1 a 500
ms, para posteriormente evaluar la recuperacién de la corriente con un pulso de prueba a -30 mV
nuevamente. El protocolo de voltaje se esquematiza en (B). C) Fraccion de corriente de sodio
recuperada en funcién del tiempo. La amplitud de la corriente de cada uno de los pulsos de prueba se
normalizé respecto a la del prepulso en ambos tipos celulares. Los datos fueron ajustados con una
funcién exponencial con las siguientes constantes de tiempo (ty): 31 + 1 ms para Hela y 44 £ 1 ms para
HEK-293 (n = 3 para cada tipo celular).
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Utilizando los mismos protocolos de voltaje descritos para el canal Nay1.5, también se estudio la
corriente de sodio generada por la transfeccién de células Hela y HEK-293 con los canales
Nayl.6 y Nayl.7. Las caracteristicas mas sustanciales de estos canales, asi como las diferencias
en expresién en ambos tipos celulares se resumen en la Figura 28. El canal Nayl.6 generd
corrientes significativamente mas grandes en las células HEK-293, aunque el curso temporal de
inactivacion durante el pulso a -10 mV fue similar en ambos tipos celulares (Figura 28A). Por su
parte, la expresion del canal Nayl.7 generd corrientes de magnitud muy semejante en las
células Hela y las HEK-293; sin embargo, la inactivacién fue un proceso mucho mas lento en las

células Hela que en estas ultimas (Figura 28B).

A Nav1.6 B Nav1.7

Hela

“Aiinod -10 mv

M -100

Figura 28. Corrientes de sodio de los canales Nay1.6 y Nay1.7 en células HelLa y HEK-293. A) Trazos
representativos de corrientes de sodio registradas a -10 mV generadas por los canales Nay1.6 (A) y
Nay1.7 (B) en células Hela (trazos en azul) y HEK-293 (trazos en negro). Nétense las diferencias en
amplitud y cinética de las corrientes expresadas por ambos tipos celulares. El canal Nayl.6 generé
corrientes significativamente mas grandes en las células HEK-293, pero el curso temporal de inactivacién
fue muy parecida. Por su parte, el canal Nay1.7 fue eficientemente expresado por ambos tipos celulares,
aunque de manera clara presenté una inactivacion mucho mas lenta en las células Hela.

Esta ultima serie de experimentos demuestran que las células Hela son capaces de expresar en
la membrana plasmatica canales Nay funcionales, por lo que, ademdas de funcionar como un
sistema de expresion heterdloga para el estudio de la biofisica de estos canales, representan un

modelo para estudiar la participacién de los canales Nay en los procesos celulares del cancer
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cervicouterino, concretamente migracion e invasividad, asi como los mecanismos que rigen
dichos procesos, reportados en la primera parte de el presente trabajo de tesis. Debido a la
dificultad que representa trabajar con biopsias (disponibilidad y dificultad para generar cultivos
celulares, por ejemplo), el empleo de una linea celular de CaCu en la que se puedan expresar
canales de sodio exdégenos para estudiar su relevancia en la biologia del CaCu representa una

herramienta experimental con un enorme potencial.
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DiscusION

Los resultados del presente trabajo demostraron que las células de CaCu (provenientes de
cultivos primarios o directamente de biopsias), expresan canales de sodio activados por voltaje.
Ademas, las células de CaCu presentaron niveles de mRNA del gen SCN8A (canal Nay1.6) que
sobrepasan en mas de 40 veces los niveles detectados en el tejido no canceroso de cérvix
uterino (CNC). La sobre expresion especifica del mensajero del canal Nay1.6 en el CaCu, ademas
de representar un potencial marcador molecular para la deteccidén certera de este carcinoma,
resulté ser de relevancia para la progresion del CaCu, ya que el bloqueo de la actividad del canal
Nayl.6 repercutié en una disminucién significativa de la capacidad invasiva de las células
cancerosas. Por otro lado, con el propdsito de desarrollar una estrategia con potencial
terapéutico con fundamento en la participacién de los canales Nay1.6 en la biologia del CaCu, se
disefiaron shRNAs para abatir la expresion del canal Nay1.6. La transduccién de células de CaCu
con lentivirus que contienen dichos shRNAs produjo una disminucién sustancial de la corriente
de sodio total expresada por las células infectadas. Finalmente, debido a la necesidad de contar
con un sistema bioldgico cuya disponibilidad no sea un inconveniente, en la parte final de la
presente disertacion se demostré que las células Hela (linea celular comercial de CaCu) son
capaces de expresar corrientes de sodio activadas por voltaje después de ser transfectadas con
canales Nay exdgenos, lo cual sugiere que estas células podrian representar un sistema
heterdlogo util para estudiar diferentes aspectos de la participacién de los canales Nay en la

biologia del CaCu. A continuacidn se discuten la relevancia e implicaciones de estos resultados.

Participacion de los canales Nay en el CaCu

La primera aportacidn original del presente estudio radica en la demostracion de que el mRNA
del gen SCN8A, que codifica para el canal Nayl1.6, es sobre expresado de manera especifica y
significativa en biopsias y cultivos primarios de CaCu. La expresidén del mensajero se reflejé en la
identificacion de la funcionalidad del canal Nayl1l.6 mediante experimentos de patch clamp en
las células de CaCu. En concreto, la subunidad Nayl.6 contribuye con aproximadamente un

tercio de la corriente total de sodio registrada en estas células. El bloqueo especifico de los
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canales Nayl.6 redujo de manera significativa la invasividad in vitro de estas células. La
implicacion de tales resultados ubica a los canales Nay1.6 como un posible marcador molecular

del CaCu; asi como un potencial blanco para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

Los resultados de gPCR mostraron que los niveles de mRNA de Nayl1.6 son ~40 veces mayores
en las muestras de CaCu comparados con las muestras de CNC (Figura 12B). Interesantemente,
la subunidad Nay1.6 presenté los niveles de mRNA mas bajos en las muestras de CNC, junto con
la subunidad Nayl.1 (Figura 12A); sin embargo, solamente Nayl.6 presentd una regulacion
positiva claramente distinguible en las muestras de CaCu (Figura 12B). Por el contrario, los
niveles de mRNA de Nayl.2, Nayl.3 y Nayl.7 fueron expresadas moderadamente en las
muestras de CNC, pero no mostraron cambios significativos al ser comparadas con las muestras

de CaCu (Figura 13).

Notablemente, la secuencia de la subunidad Nayl.6 identificada en el presente estudio
corresponde a la isoforma Q9UQDO0-2, la cual es una de las mas abundantes en neuronas del
sistema nervioso central (Plummer et al., 1997). La secuenciacion de los amplicones de Nayl.6
indicaron que los transcritos presentes en las células de cérvix uterino contienen el exén 5A, y
no el 5N, como ha sido reportado para Nayl.1 y Nayl.3, que experimentan cambios en su
expresion a través del desarrollo (Sarao et al., 1991; Gustafson et al., 1993). En este contexto, la
isoforma neonatal del canal Nayl.5 es abundantemente expresada en las células altamente
metastdsicas de cancer de mama (Fraser et al., 2005; Brackenbury et al., 2007), pulmén (Roger
et al., 2007) y ovario (Gao et al., 2010). Sin embargo, se ha mostrado que la isoforma 5A
(variante adulta) de Nay1.6 es expresada tanto en el cerebro adulto como en el fetal (Raymond
et al., 2004; Gazina et al., 2010). Es importante hacer notar que Nayl.1 - Nayl.3 y Nayl.7 se
localizan en la regidn cromosémica 2g23-24, mientras que Nayl.6 se encuentra en el
cromosoma 12 (12q13); por lo tanto, es factible pensar que la inestabilidad cromosdmica
observada en las células cancerosas puede influenciar el perfil de transcripcion en el CaCu,
como se ha observado en la linea celular DU145 de céncer de préstata (Chaudhary & Schmidt,

2006).
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Previamente ha sido demostrado por otros grupos de investigacion que los canales Nay se
encuentran sobre expresados en varios tipos de células cancerosas, incluyendo mama, colon,
pulmén y ovario, y que su funcionamiento contribuye de manera relevante en procesos
celulares ligados a la invasién, secrecién, adhesién y movilidad (Roger et al., 2007; Ding et al.,
2008; Chioni et al., 2010; Gao et al., 2010; House et al., 2010). Interesantemente, el mensajero
del canal Nayl.5 se encuentra regulado a la alta en varios tipos celulares cancerosos,
exceptuando al cancer de préstata, donde Nayl1.7 es la subunidad mayormente expresada; sin
embargo, en el CaCu la actividad funcional de Nay1.5 parece ser casi nula, ya que el 97% de la
corriente de sodio es bloqueada con 1-2 uM de TTX en células derivadas de cultivos primarios
de este tipo de cancer (Diaz et al., 2007; véase también Figura 19A de la presente disertacion ),
lo que confirma la participacidon Unicamente de canales de sodio sensibles a la TTX (Nay1.5 se
encuentra dentro del grupo de canales Nay resistentes a dicha toxina). Aunado a ello, los
resultados de qPCR demostraron que la isoforma neonatal del mRNA de Nay1.5 se encuentra
significativamente menos expresada que la isoforma adulta, y ambas presentan niveles de
expresion mas bajos en muestras de CaCu comparados con biopsias de CNC (Figura 15).
Asimismo los experimentos de inmunohistoquimica confirmaron la ausencia de la proteina de
Nayl1.5 en biopsias de CaCu (Figura 15C). Estas evidencias sugieren fuertemente que el papel de

Nayl1.5 no tiene la misma relevancia en el CaCu que en otros tipos de cancer.

Por el contrario, con el presente estudio se demuestra que la proteina del canal Nayl.6 es
sustancialmente expresada en la membrana plasmadtica, asi como en compartimentos
intracelulares de células derivadas de cultivos primarios y biopsias frescas de CaCu (Figura 18).
Ademas, el funcionamiento de la proteina del canal Nay1.6 contribuye aproximadamente a un
tercio del total de la corriente de sodio registrada en células de CaCu (Figura 19). Es muy
probable que los dos tercios remanentes de la corriente de sodio sean transportados por otros
canales Nay sensibles a la TTX, cuyo mRNA fue detectado en las mismas células (Nay1.2, Nay1.3
y Nayl.7). Asi, los resultados de qPCR que muestran un incremento en los niveles de mRNA de
Nayl1.6 son consistentes con la expresion y funcionalidad del canal, observadas con ensayos de

inmunohistoquimica y patch clamp. Los estudios inmunohistoquimicos proporcionaron otro
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resultado interesante. Los cortes de biopsias de CaCu mostraron que las proteinas de los
canales Nayl.6 y Nayl.7 se encuentran ampliamente distribuidas en membranas tanto
citoplasmadtica como de compartimentos intracelulares de las muestras de CaCu; por el
contrario, en las muestras de CNC la sefial de las proteinas se encontrd limitada a la membrana

plasmatica (Figura 18A).

La expresion intracelular de Nayl1l.6 ha sido observada en macréfagos humanos, donde se
localiza en vesiculas que se distribuyen en el citoplasma y algunas se encuentran asociadas al
citoesqueleto de actina (Carrithers et al., 2007), participando en el control de la formacién de
podosomas e invadopodios, sugiriendo con ello su participacidon en la invasividad celular de los
macréfagos (Carrithers et al., 2009). Interesantemente, se encontré que los niveles del mRNA
de [B-actina se encuentran incrementados alrededor de mil veces en las muestras de CaCu
(Hernandez Plata, 2008). Los cambios en la distribucién celular de los canales Nayl.6 se
encuentran mejor ejemplificados en pacientes con esclerosis multiple donde el canal es
expresado a lo largo de axones desmielinizados y degenerados, en lugar de estar confinados a
su localizacion normal en los nodos de Ranvier (Craner et al., 2004b). EIl mismo grupo de
investigacion reportd la colocalizacion de canales Nay1.6 y el intercambiador sodio-calcio (NCX)
en sitios de dano axonal y médula espinal en encefalomielitis alérgica experimental (Craner et
al., 2004a). Esta colocalizaciéon podria ser relevante para los mecanismos que involucran a los
canales Nay1.6 en el comportamiento metastdsico de las células de CaCu, mismos que requieren

de estudios posteriores para ser dilucidados en su totalidad.

Ademas de su posible papel a nivel intracelular, los canales Nay1.6 localizados en la membrana
plasmatica de las células de CaCu participan activamente en el comportamiento metastasico de
este carcinoma. El bloqueo de un tercio del total de la corriente de sodio en las células
derivadas de cultivos primarios de CaCu (Figura 19), asi como la disminucién de la invasividad
relativa (Figura 21B) por la accién de la toxina Cn2 (especifica para Nayl.6) implica la
participacion directa de la corriente idnica transportada por la subunidad Nay1.6 presente en la

membrana plasmatica de las células de CaCu. La contribucién de los restantes canales Nay
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identificados en el CaCu (Nay1.1, Nayl.2, Nayl.3 y Nayl.7) al comportamiento metastasico
parece ser menos significativo, practicamente nulo, ya que el efecto de la TTX en la invasividad
fue estadisticamente el mismo que el observado con la toxina Cn2 (Figura 21B), sugiriendo que
el canal Nayl.6 es el Unico que participa en el proceso de invasividad de las células de CaCu.
Previamente, se ha observado una correlacion positiva entre la densidad de la corriente de
sodio y la invasividad relativa en el cdncer de mama y préstata, donde las lineas celulares
altamente metastasicas expresan corrientes de sodio (Grimes et al., 1995; Laniado et al., 1997,
Fraser et al., 2005). Sin embargo, los resultados observados en las células de CaCu no fueron
dependientes de la densidad de corriente, ya que los dos tipos de células de CaCu estudiados,
085 y 354, fueron igualmente afectados en su comportamiento invasivo in vitro por las toxinas
TTXy Cn2, a pesar de que las primeras expresan casi el doble de corriente por unidad de area de
membrana que las segundas (Diaz et al., 2007). Con estos resultados se mostré por primera vez
la relacién entre la actividad de los canales de sodio y el comportamiento metastasico en
cultivos primarios derivados de un carcinoma primario, sugiriendo que los canales Nay1.6 tienen

una participacion funcional relevante en la progresién del CaCu.

En la actualidad, no hay un mecanismo aceptado universalmente para explicar el papel de los
canales Nay en el comportamiento metastasico de algunas células cancerosas, aunque al menos
dos posibles escenarios deben considerarse: el influjo del ién Na* a través de las subunidades
alfa de los canales Nay y el papel de las subunidades beta de estos mismos canales como
moléculas de adhesidn. El primero incluye observaciones referentes a un influjo ténico de Na* a
través de las subunidades alfa (Roger et al., 2003), cuya inhibicidn con TTX redunda en la
disminucion de varios comportamientos celulares asociados a la metastasis (Brackenbury et al.,
2008), o incrementando la invasividad a través de un aumento en las concentraciones de Na*
mediante el uso de agonistas de los canales Nay como la veratridina (Gillet et al., 2009). No
obstante, la mayor critica a la hipdtesis del influjo de Na* es que la corriente transitoria a través
de los canales Nay podria no tener efectos significativos en la concentracidén intracelular de
sodio en estas células, por lo que seria poco probable que este efecto active vias de sefializacion

rio abajo. No obstante, la generacién de gradientes locales de Na* no debe ser descartado
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(Nikolaeva et al., 2005; Bennay et al., 2008). Ademas, la participacién ya mencionada del
cotransportador NCX en modo inverso (extrusién de Na'/introduccién de Ca?) gue se observa
cuando la concentracién intracelular de Na* es elevada (Piacentino, Ill et al., 2002; Weisser-
Thomas et al., 2003) y en los mecanismos iénicos del dafio andxico en los axones de mamiferos
(Stys et al., 1992; Waxman et al., 1992), con los bien caracterizados efectos del Ca”, es
congruente con la colocalizacion especifica del canal Nay1.6 y el cotransportador NCX observado

en el dafio axonal experimental (Craner et al., 2004a).

Alternativamente, la contribucién de los canales Nay en la metastasis podria ser debida a una
funcién no conductora por medio de interacciones directas de las subunidades beta de los
canales Nay con otras proteinas de membrana y/o intracelulares (Diss et al., 2004; Diss et al.,
2008). Por ejemplo, las subunidades Nayf1 y Nay2 pueden asociarse con las tenasinas C y R,
influenciando de este modo la migracién celular y participando en la adhesion celular
homofilica, que resulta en la agregacion celular y el reclutamiento de anquirina (Brackenbury et

al., 2008).

Importantemente, las subunidades Nay1, Nay32 y Nay34 son expresadas en lineas celulares de
cancer de mama, donde los niveles de mRNA y proteina de Nayf1 son significativamente
mayores en la linea celular débilmente metastasica MCF-7, comparada con las células altamente
metastdsicas MDA-MB-231, hecho que es consistente con una mayor adhesividad de las células
MCEF-7. Ademas, la sobreexpresion estable de Nay31 en las células MDA-MB-231 increment9 la
actividad de los canales Nay y la adhesién celular, lo que redujo la movilidad celular, sugiriendo
que los efectos de NayB1l sobre la adhesidon de la célula puede ser independiente de sus
conocidos efectos sobre la excitabilidad celular (Chioni et al., 2009). Finalmente, una funcién
reciproca entre NayB1 y Nayl.6 fue recientemente reportada en las neuronas granulares del
cerebelo, donde la extensién neural mediada por NayB1 requiere del influjo de Na* mediado por
Nayl.6, mientras que la localizacidon de Nayl.6 y la alta frecuencia de disparo requieren de la
presencia de Nay31 (Brackenbury et al., 2010). En el presente estudio se observé que el bloqueo

directo de las subunidades alfa de los canales Nay reduce la invasividad de las células de los

[66]



cultivos primarios de CaCu; sin embargo, aun queda por determinar si las subunidades beta
tienen una contribucién adicional en el comportamiento metastasico de estas células.
Adicionalmente, los niveles contrastantes de mRNA de las subunidades Nayf2 y NayB4
expresados en las células de los cultivos primarios y las biopsias de CaCu (Figura 17) puede
implicar nuevas funciones para estas subunidades en las propiedades celulares relacionadas al

mantenimiento y progresién tumoral.

En conclusidn, la sobre expresion funcional de los canales Nayl.6 en el CaCu representa un
novedoso potencial marcador molecular para la deteccidn del CaCu, asi como un blanco para

nuevas estrategias terapéuticas de este carcinoma.

Uso de RNA de interferencia para estudiar la participacion de canales Nay en el CaCu

El descubrimiento de la regulacién de la expresidon génica a través de RNAs interferentes
(iIRNAs), mediante un mecanismo celular endégeno, ha abierto la posibilidad de disecar la
funciéon de practicamente cualquier gen en las vias de sefializacion en las que participa
(Dykxhoorn et al., 2003; Hannon & Rossi, 2004). La habilidad de manipular a los iRNAs en células

de mamifero provee por lo tanto una herramienta poderosa para modular la expresidn génica.

Con fundamento en la disminucion de la capacidad invasiva de las células de CaCu observada
mediante el uso de la toxina Cn2, especifica para el bloqueo de la actividad del canal Nay1.6,
surgié el interés de desarrollar un shRNA que permitiera continuar con la caracterizacién del
papel de dicho canal en la biologia del CaCu, asi como el obtener una herramienta experimental
con potencial terapéutico para el CaCu. El shRNA 16H generado como parte de los objetivos de
la presente tesis permitié eliminar ~35% de la corriente maxima de sodio presente en las células
CaCu354 (Figura 24), esta observacién es consistente con lo observado en los ensayos
funcionales realizados con la toxina Cn2 (Figura 21); por lo que el shRNA 16H constituye una
herramienta renovable que permitird profundizar en la caracterizacion del papel del canal

Nayl1.6 en la biologia del cancer.
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Los vectores lentivirales constituyen una herramienta Unica que permite integrar la expresién
de siRNAs en el genoma celular con el objetivo de abatir persistentemente la expresién de
genes especificos, con la posibilidad de discernir funciones génicas en modelos in vivo e incluso
ser empleados para brindar terapia génica en el tratamiento de distintas patologias (Scherr et
al., 2003; Van den Haute et al., 2003). Actualmente se cuenta con un gran nimero de vectores
lentivirales que han sido desarrollados para direccionar la liberacidén y expresién de shRNAs.
Algunos de ellos codifican para la proteina verde fluorescente (GFP) como marcador de
infectividad y para monitorear la expresién del shRNA en tiempo real (Rubinson et al., 2003).
Otros vectores contienen antibidticos como marcadores de seleccion, tales como puromicina o
zeocina que son empleados cuando el protocolo experimental demanda la seleccion de la
poblacion celular en donde se ha llevado a cabo correctamente la insercion del shRNA.
Adicionalmente, existen versiones condicionales de vectores lentivirales que permiten encender
o apagar la expresion del shRNA segln se requiera en el protocolo de investigacion. Los
sistemas inducibles con farmacos permiten tener un control fino de la expresion y abatimiento
de los genes de interés, y por ello constituyen herramientas invaluables para la investigacion
genética y podrian desempefiar papeles importantes en la investigacién traslacional o terapia

génica (Szulc & Aebischer, 2008).

La implementacion clinica de la terapia génica puede requerir de la habilidad de modular Ia
expresion del gen terapéutico para mantener los niveles de expresion dentro de una ventana
terapéutica y ajustar los niveles de expresidn basados en la progresion de la enfermedad del
paciente. Para lograr la regulacién de la expresidén, se ha recurrido al uso de sistemas
modulados por moléculas pequefias; dentro de los cuales, el sistema con regulaciéon por
tetraciclina es uno de los mas empleados con eficacia probada in vitro e in vivo (Toniatti et al.,
2004). Este sistema esta basado en el operador Tn10 de resistencia a tetraciclina de Escherichia
coli, consistente de la proteina represora de tetraciclina (TetR) y la secuencia del operador de
tetraciclina (TetO), que es el sitio de unidn especifico a DNA. En ausencia de tetraciclina, la
proteina TetR dimeriza y se une a TetO, evitando asi la expresién génica. La tetraciclina o su

derivado, la doxiciclina pueden unirse e inducir un cambio conformacional en la proteina TetR
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llevando a su disociacion de TetO, lo que activa la expresion. Una mutante de TetR (rTetR) fue
identificada con un fenotipo inverso donde la unién a TetO requiere la presencia de doxiciclina.
En ausencia de doxiciclina la mutante TetR no se une a TetO (Gossen et al., 1995). Para usar este
sistema en células de mamifero, se han hecho modificaciones al sistema bacteriano tanto a la
secuencia de DNA de TetO, como a la estructura de la proteina TetR, para generar vectores cuya
expresion sea apagada o encendida en presencia de doxiciclina y para aumentar la sensibilidad

del sistema al farmaco (Urlinger et al., 2000).

El contar con un shRNA codificado por un vector lentiviral con expresién inducible mediante el
uso de doxiciclina, permite establecer las bases de una posible terapia génica del CaCu basada
en el abatimiento de la expresién del canal Nay1.6 en células cancerosas. Mucho se ha dicho en
contra del uso de lentivirus para propiciar la expresion de transgenes como una alternativa
terapéutica; sin embargo, el uso de lentivirus como herramienta en terapia génica ofrece
multiples ventajas, entre las que se encuentra el hecho de que no requiere de divisién celular
para que se produzca la infeccién efectiva y la liberacion génica que no requiere de la
administracion de factores de crecimiento para inducir la proliferaciéon celular. Son lo
suficientemente robustos para ofrecer un sistema de administracion in vivo; ya que haciendo
una seleccion minuciosa de la pseudotipificacidn lentiviral es posible dirigir de manera
especifica la transduccidon de las células blanco con alta eficacia y estabilidad de expresion
transgénica. En definitiva, el uso de vectores lentivirales de expresién inducible provee una

herramienta util en el estudio y probable tratamiento del cancer (Kay et al., 2001).

Dentro de las perspectivas que surgen a partir del presente trabajo de tesis se encuentra la
caracterizacion de las vias de sefializacidn que se encuentran involucradas en el potenciamiento
de la capacidad invasiva de las células de CaCu promovida por el canal Nay1.6 que hasta el
momento son desconocidas. Relevantemente, la modulacién de la expresién de este canal
mediante el uso de vectores lentivirales inducibles abre las puertas al desarrollo de estrategias

de terapia génica contra el CaCu.
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Células HeLa como sistema de expresion heteréloga de canales Nay

Un objetivo adicional del presente trabajo de tesis consistié en investigar si las células Hela son
capaces de expresar corrientes de sodio activadas por voltaje mediante la transfeccidon de
canales Nay exdgenos. Recientemente, nuestro grupo de investigacion reportd que varias lineas
celulares de CaCu (Hela, CaSki, SiHa, CalLo e INBL) no expresan corrientes de sodio sensibles al
voltaje, lo cual se asocié con una pobre expresidon del mensajero de las subunidades a que
forman los canales Nay; sorprendentemente todas las lineas celulares exploradas presentaron
niveles moderados del mensajero de las subunidades NayB1, Nay$2 y NayB4, mientras que la
subunidad NayB3 exhibio los niveles de mRNA mas bajos de las cuatro subunidades (Sanchez-
Sandoval, 2013). No obstante, a la fecha no se ha estudiado si las células Hela expresan la

proteina funcional de dichas subunidades f3.

Tales resultados plantean una aparente discordancia con nuestro reporte original sobre Ia
expresion de canales de sodio funcionales en cultivos primarios derivados de biopsias de CaCu
(Diaz et al., 2007) y los del presente trabajo de tesis (Figuras 12, 18 y 19) en las que se muestran
evidencias contundentes sobre la expresién funcional de los canales Nay en células de cultivos
primarios de CaCu, por lo que seria razonable anticipar la expresién funcional de canales Nay en

las lineas celulares de CaCu, sin embargo, no fue el caso (Sanchez-Sandoval, 2013).

La informacidn existente en otros tipos de cdncer proporcionan evidencias de que esto no es
necesariamente una contradiccidn; por ejemplo en el cancer de mama (Fraser et al., 2005), de
prostata (Laniado et al., 1997) y de pulmdén (Roger et al., 2007), de los cuales se han derivado
diferentes lineas celulares, se ha reportado que solo aquellas lineas celulares con un potencial
invasivo alto expresan corrientes de sodio activadas por voltaje; mientras que las lineas
celulares con un potencial invasivo bajo o nulo carecen de ellas. Por otro lado, aun se
desconocen muchos factores sobre la regulacion de la expresion de los canales Nay en células
cancerosas; por tales motivos, es factible que otras lineas celulares de CaCu diferentes a las

exploradas en este estudio, si presenten corrientes generadas por la expresion de canales Nay, o
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bien que se requieran elementos especificos en su cultivo in vitro para permitir la expresion de

estos canales (Sanchez-Sandoval, 2013).

Al margen de la explicacion sobre la ausencia de corrientes de sodio en las lineas celulares de
CaCu, las células Hela representan la primera linea celular generada en un laboratorio de
investigacion (Lucey et al., 2009) y ha sido caracterizada a detalle en varios aspectos celulares
incluyendo su genoma y transcriptoma completo (Laundry et al.,, 2013), por lo que la
informacidn que se tiene sobre ella es lo suficientemente robusta para interpretar resultados de
experimentos que impliquen su uso. Por lo tanto, la utilizaciéon de las células HeLa como un
sistema heterdlogo para la expresion de canales Nay con la finalidad de investigar la
participacidon de éstos en varios fendmenos de la biologia del CaCu (migracién e invasividad, en
concreto), asi como los mecanismos que subyacen a estos mismos, resultara de enorme utilidad
en el campo de estudio. Aunado a ello, la utilizacién de lineas celulares permite tener una
fuente ilimitada de material biolégico (contrario al empleo de cultivos primarios), para probar
cualquier hipdtesis desde una plataforma que no incorpora variabilidad genética, haciendo clara

la visualizacidon de los procesos bioldgicos estudiados.

Los resultados presentados en este trabajo de tesis demuestran por primera vez que las células
Hela transfectadas con canales Nay generan corrientes de sodio activadas por voltaje (Figuras
25 a 28) con caracteristicas bastante similares a las expresadas en otros sistemas de expresion,
ya sea heterdlogos (Smith et al., 1998a; Onkal et al., 2008; Cruz et al., 2011; Ho et al., 2012) o
nativos (Lopez-Santiago et al., 2001; Zimmer et al., 2002; Zhao et al., 2011). Hubo algunas
diferencias importantes entre las corrientes expresadas entre las células Hela y las células HEK-
293, las cuales se utilizaron como punto de comparacion. Las discrepancias estribaron
principalmente en la amplitud de las corrientes y la cinética de los procesos de activacion e
inactivacion asociados al desarrollo de las corrientes. En general la amplitud de corriente
registrada por unidad de area de membrana en las células Hela transfectadas con canales
Nayl.5 y Nayl.6 fue significativamente mas pequena que aquellas de las células HEK-293

(Figuras 25C y 28A). Esto sucedid asi, incluso en células cuya magnitud de corriente fue mayor
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en células Hela que en las HEK-293 (Figura 25A). La razén fue que las células Hela tienen una
mayor area de membrana (3-4 veces mas) que las células HEK-293. En este aspecto, las células
Hela son parecidas a las células CaCu de cultivos primarios, que también presentan valores de

area de membrana considerablemente grandes (Diaz et al., 2007).

Por otra parte, la cinética de la corriente del canal Nay1.6 presentd los dos componentes de
inactivacion descritos previamente para este canal, uno rapido y otro mucho mas lento (Smith
et al., 1998a), en ambos tipos celulares (Figura 28A). Por el contrario, la velocidad del proceso
de activacién fue claramente mas lento en las células Hela (Figura 28A). Por su parte, la
actividad del canal Nayl1.7 se presenté una corriente cuya inactivacion fue drasticamente mas
lenta que la exhibida por el mismo canal en células HEK-293 (Figura 28B). Una posible
explicacién se relaciona con la expresion y asociacion de subunidades 3 con las subunidades a
expresadas heterélogamente en cada caso; asi como los complejos multiprotéicos intracelulares
gue probablemente se estén formado en cada tipo celular (Catterall, 2010). Existen reportes en
la literatura que demuestran el efecto modulador de las subunidades B en las propiedades
biofisicas de las subunidades a de los canales Nay (Vijayaragavan et al., 2001; Zhang et al., 2008;
Zhao et al., 2011), lo que podria explicar las diferencias observadas entre los dos modelos
celulares empleados. Como se menciond anteriormente las células Hela expresan niveles
moderados de las subunidades NayB1, Nay2 y Nayp4, aunque no se tiene informacidn sobre la

presencia de la proteina en la membrana plasmadtica (Sdnchez-Sandoval, 2013).

Por otra parte, se ha reportado que un bajo porcentaje de células HEK-293 expresan corrientes
enddgenas de sodio de mediana magnitud (100-200 pA) que son bloqueadas por TTX (Ukomadu
et al., 1992) y se ha reportado la presencia del mensajero para una isoforma de la subunidad
NayB1l (Moran et al.,, 2000). Por lo tanto, se requiere realizar experimentos en los que se
cotransfecten la subunidad o de los canales Nay con las diferentes subunidades [ para
determinar el efecto de éstas sobre las propiedades biofisicas de los canales Nay. Sin embargo,
los resultados obtenidos demuestran que las células Hela constituyen un mejor modelo para la

caracterizacion del papel de los canales Nay en la biologia de cancer cervical.
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CONCLUSIONES

1. Las células de CaCu, de cultivos primarios y de biopsias, expresan canales funcionales de

sodio activados por voltaje.

2. Los niveles de mRNA del gen SCN8A (que codifica para el canal Nay1.6) son aproximadamente

40 veces mas altos en el CaCu que en el tejido no canceroso de cérvix uterino.

3. La sobre expresion especifica del mensajero del canal Nay1.6 en el CaCu se correlaciond con
una intensa sefal de la proteina del canal en la membrana plasmatica y compartimientos

intracelulares de las células de CaCu en cultivos primarios y en cortes de biopsias.

4. La actividad de los canales Nay1.6 contribuye con aproximadamente 35% de la corriente total
de sodio, y ésta a su vez con el potencial invasivo de las células de CaCu, ya que el bloqueo del
flujo de iones a través de dicho canal provocé una disminucién significativa de la capacidad

invasiva de las células cancerosas.

5. Se implementd una estrategia con potencial terapéutico utilizando un shRNA contenido en un
lentivirus con el que se infectaron células de CaCu, lo que produjo una disminucién considerable

de la expresion del canal Nay1.6 en las células de CaCu.

6. Mediante la transfeccién de canales Nay exdgenos, las células Hela representan uno de los
modelos de expresion heterdloga mdas adecuados para estudiar la participacion de los canales

Nay en la biologia del CaCu, asi como de los mecanismos que subyacen dicha relacion.

7. Los canales Nay1.6 representan un posible marcador molecular y un blanco potencial para el

diagndstico y tratamiento del CaCu.
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Functional activity of voltage-gated sodium channels (VGSC) has been associated to the invasion and metastasis behaviors of
prostate, breast and some other types of cancer. We previously reported the functional expression of VGSC in primary cultures
and biopsies derived from cervical cancer (CaC). Here, we investigate the relative expression levels of VGSC subunits and its
possible role in CaC. Quantitative real-time PCR revealed that mRNA levels of Nay1.6 a-subunit in CaC samples were ~40-fold
higher than in noncancerous cervical (NCC) biopsies. A Nay1.7 a-subunit variant also showed increased mRNA levels in CaC (~20-
fold). All four NayB subunits were also detected in CaC samples, being NayB1 the most abundant. Proteins of Nay1.6 and Nay1.7
a-subunits were immunolocalized in both NCC and CaC biopsies and in CaC primary cultures as well; however, although in NCC
sections proteins were mainly relegated to the plasma membrane, in CaC biopsies and primary cultures the respective signal was
stronger and widely distributed in both cytoplasm and plasma membrane. Functional activity of Nay1.6 channels in the plasma
membrane of CaC cells was confirmed by whole-cell patch-clamp experiments using Cn2, a Nay1.6-specific toxin, which blocked
~30% of the total sodium current. Blocking of sodium channels VGSC with tetrodotoxin and Cn2 did not affect proliferation
neither migration, but reduced by ~20% the invasiveness of CaC primary culture cells in vitro assays. We conclude that Nay1.6 is
upregulated in CaC and could serve as a novel molecular marker for the metastatic behavior of this carcinoma.

Cervical cancer (CaC) is the third most common female tu-
mor worldwide and the second in developing countries, with
an estimated annual incidence of 452,000 cases.' In view of
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Nayl.7
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the finding that carcinogenic human papillomavirus (HPV)
infections cause virtually all CaC cases, recently a new
approach for CaC prevention has emerged with the HPV
vaccination of younger women (aged <18 years).” Despite
the highly significant advance that the vaccine itself repre-
sents, a mathematical model has predicted an increase in
CaC incidence if vaccination is not followed by a continuous
Pap smear screening program.” Therefore, the finding of
effective diagnosis and therapeutic strategies for CaC still
remains as a priority.

Lately, there has been an increasing amount of evidences
that correlate the function of ion channels with several
aspects of cancer progression.‘l’5 In particular, voltage-gated
sodium channels (VGSC) have been clearly associated to
invasion and metastasis behaviors in several types of cancer,
including breast, colon, lung, ovary and prostate.”” '’ Sodium
channels are protein complexes formed by a large a-subunit
and smaller auxiliary B-subunits. The a-subunit alone is suffi-
cient to form a functional channel, but its biophysical prop-
erties, trafficking and anchoring to the cell membrane are
modulated by B-subunits.'" The VGSC family is composed
by nine different o-subunits (Nayl.1-Nay1.9) and four B-
subunits (NayP1-NayP4); all of them have been cloned,
functionally expressed and characterized.'> A useful tool to
discriminate among VGSC is their sensitivity to tetrodotoxin
(TTX); Nayl.1-Nayl.4, Nayl.6 and Nayl.7 are blocked by
nanomolar concentrations of TTX, whereas Nay1.5, Nay1.8
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and Nay1.9 demand micromolar concentrations of toxin for
being blocked."”

Prostate cancer cells have been reported to specifically
overexpress Nayl.7 subunits, whereas in breast, colon and
ovary the Nayl.5 subunit is mostly overexpressed; in addi-
tion, substantial evidence supports the contribution of such
VGSC in the in vitro invasiveness of cell lines derived from
these carcinomas.>”'*!> We recently reported the presence of
functional VGSC in primary cultures of CaC and the overex-
pression of several VGSC o-subunits in CaC biopsies and
primary cultures, in comparison with noncancerous cervix
(NCQC) biopsies.14 Now, the goal of our study was to establish
whether a particular VGSC o-subunit is specifically overex-
pressed in CaC biopsies and primary cultures, and if they
have any contribution to the metastasis behavior of this car-
cinoma. Importantly, we have used primary cultures, not cell
lines, derived from CaC, and for the first time we have dem-
onstrated a role for VGSC, particularly Nay1.6 channels, in
invasiveness of a non-cell line carcinoma.

Material and Methods

Biological samples

Biopsies were obtained from patients with invasive CaC diag-
nosed at the Oncology Unit of the Hospital General in Mex-
ico City. For our study, only HPV-16-positive biopsies from
patients who had not received any anticancer therapy were
used. NCC biopsies were obtained by hysterectomy from
patients of the same hospital, all of them with pap smear test
negative to cancer. Our study was approved by the Institu-
tional Ethics Committee on Human Research, and informed
written consent was obtained from all patients.

Primary cultures

CaC cultures were obtained by thawing cells from previously
established primary cultures; these cells were formerly charac-
terized to express cytokeratins and the E7 gene from HPV-
16,"> supporting the cancer epithelial nature of the cells.
Herein, CaC cells from these cultures will be called 085, 354
and JP cells. Cells were grown in DMEM with 10% fetal
bovine serum (FBS) and kept in a CO, incubator at 37°C.
Every 6-7 days the maintenance cultures were regenerated by
replating cells at tenfold lower density. For recording pur-
poses, an aliquot of cells (300-500 pl) was seeded on cover-
slips and placed in 35-mm culture dishes. Electrophysiologi-
cal experiments were carried out on those cells, usually 2-24
hr after seeding. We used only cultures up to five passages to
prevent additional changes due to in vitro culture conditions.

RNA isolation

Total RNA from CaC primary cultures was isolated with the
NucleoSpin RNA II kit (Clontech). Total RNA was also iso-
lated directly from CaC and NCC biopsies with Trizol rea-
gent (Invitrogen). CaC biopsies used for standard and real-
time RT-PCR included three IB1, two IIB and one IIIB,
according to FIGO system classification. Commercial total
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RNA from human brain and dorsal root ganglia (Clontech)
served as positive controls. Total RNA samples were stored
at —70°C until analyzed by PCR experiments.

Real-time RT-PCR

Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was carried out in a
7300 Real-Time PCR system with the use of Custom TagMan
Gene Expression Assays (Applied Biosystems) for VGSC o-
and B-subunits. Primer and probe sequences, the GenBank
Accession Numbers of target cDNAs as well as the amplifica-
tion reaction information are shown in Table 1. Because we
have shown that the Nay1.4 o-subunit is equally expressed in
CaC and NCC samples,"* this was not included in our study.
Treated RNA (3 pg) was reverse transcribed using the High
Capacity kit (Applied Biosystems) in 20 pl of final volume,
according to the manufacturer’s specifications. Amplification ef-
ficiency of each primer pair was evaluated by the standard
curve method using serial dilutions of pooled cDNA. Amplifi-
cation of specific PCR products was detected simultaneously by
triplicate in one-assay run, and the Ct (threshold cycle) value
for each experimental group was determined. When standard
variation was larger than 0.4 among triplicates the assay was
performed again. Data normalization was performed by using
the Ct from human HPRT1 (Ct — Ct HPRT1 = ACt). ACt
values for CaC samples were then normalized to NCC samples
(ACt CaC — ACt NCC = AACt). Finally, AACt values were
converted to 27 to calculate the relative expression levels of
the target gene.'® Therefore, data were expressed as an n-fold
change in gene expression normalized to a reference gene
(HPRT1) and relative to NCC samples. Primers and probe for
HPRT1 were obtained from TaqMan Endogenous Control
from Applied Biosystems, and the amplification efficiency was
of 100%. Amplified qPCR fragments were subcloned into the
pCR8 vector contained in the GW/TOPO TA Cloning kit
(Invitrogen) to further confirm their molecular identity by
automated sequencing.

Immunocytochemistry and immunohistochemistry

The immunochemical analysis was performed on the three
CaC primary cultures (085, 354 and JP), nine cancerous (four
IB1, two IB2, one IIA, one IIB and one IIIB stage) and six
NCC biopsies using anti-Nay1.6 and anti-Nay1.7 polyclonal
rabbit antibodies (Alomone Labs). Primary culture cells were
fixed with absolute ethanol, whereas sample biopsies were fixed
in a buffered 4% formaldehyde solution, processed as standar-
dized for histology and embedded in paraffin, as reported else-
where."” Briefly, serial sections of 4-um thick were mounted on
Kling-On charged glass slides (Biocare Medical), deparaffinized
using xylene and decreasing series of ethanol. Antigen recuper-
ation was hot induced by immersing slides in 10 mM EDTA
solution (pH 8.0) and boiled for 30 min. After blocking endog-
enous peroxidase activity and nonspecific proteins, slides were
incubated with primary antibodies (anti-Nay1.6 1:150 or anti-
Nay1.7 1:25) during 60 min, followed by 10 min with the sec-
ondary antibody (MACH 4 mouse probe) and finally 10 min

Int. J. Cancer: 130, 2013-2023 (2012) © 2011 UICC
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Table 1. Real-time PCR primer sequences and amplification summary

GenBank
accession No.

Amplification
Subunit efficiency (%)

Nay1.1 AB093548

Primer and probe sequences (5’ —> 3')
F: GAGCAATGAGTATAGCCAGCATTCTA 81 95
R: ACCAACAGGGTGGGCATTT

P: CTGCCTGGATTCTTCA

F: TGGTCATTTTCTTGGGCTCATTCT 83 85
R: GGCCTGATTCTGTTCCTCATAGG

P: CCACAGCCAAGATCA

F: AGACGCAATAGCAAAACAAGCATTT 76 92
R: CAGCAAAGTCATTTTCAGATCCAACA

P: CCGACCTCTGAAACTG

F: GGGATCCATGGAACTGGTTAGATTT 109 92
R: GCTCGGAGAACCCTGAATGTT

P: CCCAGGTCCACAAACT

F: GCAATGTTTCAGCTCTTCGAACTT 74 91
R: CTTCAGGCCTGGGATTACAGAAATA

P: TTTTCAAAGCTCTCAATACTC
F
R
P
F
R
P
F
R
[2}
F
R
P
F
R
P

Amplicon size (bp)

Nay1.2 M94055

Nay1.3 NM_006922

Nay1l.6 AY682081

Nayl.7a X82835

Nay1.7b JF437648 : GGGCAATGTCTCAGCGTTGA 83 92
: CGATGGTCTTTAGTCCTGGAATGAC

: ATGCTCGGAGAACTC

: GGAGGATGAGCGCTTCGA 70 97
: CAGATCCTGCAGGTCTTTGGT

: CCCCGGCTGCCATT

: TGCAGCCGGAGGATGAG 92 100
: GAGGACCTGCAGATGGATCTTG

: CCCCTGACCGCCACCG

: CGCCAGCCCCAGAAGAT 90 96
: CACAGGGAAGCAGACACTGA

: TITCCCCTGGCTTCTC

: AAGAAGTGGACAACACAGTGACA 93 100
: TGAGTTTCTTGATCAGCAGGATGAG

: ACCCCGCCCACGACAG

Nayp1 NM_001037
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Nayf2 NM_004588

Nayp3 NM_018400

Nayp4 NM_001142349

F: forward primer; R: reverse primer; P: TagMan probe. Most probe sequences (except for NayB2 and NayB3) were complementary to antisense DNA
strand. JF437648: new sequence reported in our work (see Supporting Information Fig. S2).

with the MACH 4 HRP-polymer. Peroxidase activity was
revealed by incubation with 3,3-diaminobenzidine/H,O, (all
from Biocare Medical) for 4 min. Sections were contrasted by
incubation with hematoxylin (Dako) for 5 min. Immunochemi-
cal controls were prepared as described above but omitting pri-
mary antibodies. Finally, samples were mounted with Entellan
permanent resin (Merck) and visualized in a Leica DM750
microscope. Images were taken with the software ImagePro
plus v 7.0.1 or the LAS EZ v.1.8.0 from Leica Microsystems.

Migration and invasion in vitro assays

Migration assays of CaC cells were performed using transwell
migration chambers with 8-um pore size polycarbonate
membrane cell culture inserts (BD Biosciences). The upper
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compartment (insert) was seeded with 5 X 10* cells in cul-
ture medium plus 5% FBS. The insert was submerged in the
lower compartment filled with culture medium enriched with
15% FBS as a chemoattractant. After 72 hr at 37°C, the num-
ber of cells in the lower compartment was estimated accord-
ing to kit’s guidelines. Briefly, the noninvading cells that
remained in the upper compartment were removed carefully
with a swab; cells in the bottom were stained and observed
in the microscope. Then, cells were lysed and measured by
densitometry at 570 nm with an ELX800 Universal Micro-
plate Reader (Bio-Tek Instruments). To investigate the in
vitro invasion capacity of CaC cells, we used the QCM™ 24-
well collagen-based cell invasion assay with 8-pm pore size
(Millipore). To evaluate the effect of VGSC blockers on the
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invasion capacity of the cells, the toxins (TTX or Cn2) were
added to the upper compartments seeded with 5 x 10 cells.
After 72 hr of incubation, the amount of cells in the lower
compartment was estimated as mention above for migration
experiments. Four independent experiments were made in
duplicate, and results were normalized to the control condi-
tion (i.e., without toxins). To have an estimation of the num-
ber on cells that actually migrated or invaded in our assays,
we built up standard calibration curves with known number
of cells in the same 24-well plates used for the assays. There
was a linear relationship between absorbance and number of
cells within the range of 1,500-25,000 for 085 and 354 pri-
mary culture cells (Supporting Information Fig. S1).

Electrophysiology

General methods for whole-cell patch-clamp recordings of sin-
gle CaC cells were as specified by Diaz et al'* and are only
summarized here. Recordings were obtained at 21-23°C using
the following solutions (in mM): external: 158 NaCl, 2 CaCl,, 2
MgCl, and 10 HEPES-NaOH (pH 7.4); internal: 106 CsCl, 30
NaCl, 1 CaCl,, 1 MgCl,, 10 EGTA and 10 HEPES-CsOH (pH
7.3). Because of the low availability of the Cn2, recordings to
test its blocking effect on sodium current were performed by
local application of the toxin to the recording chamber.

Results

Expression levels of TTX-sensitive VGSC a-subunits in CaC
and NCC samples

Automated sequencing of the standard RT-PCR Nay1.7 tran-
script (748 bp) from our previous work'* reveals the presence
of two different sequences for this subunit. A BLAST analysis
of both sequences showed 100% identity for the first one
(named here Nayl.7a) and 87% identity for the second one
(Nay1.7b, from now on; sequence data were deposited with
GenBank under Accession No. JF437648) with the human
Nay1.7 reported sequence (GenBank X82835) (for details of
Nayl.7b sequence, see Supporting Information Fig. S2).
Nay1.7b also shares 90% identity with a splice variant
reported in dorsal ganglia (GenBank AY682084) by Raymond
et al'® and 96% with the rat Nayl.7 sequence (GenBank
NM_133289). To determine the relative mRNA levels of each
transcript in CaC and NCC biopsies, we designed a specific
TaqMan probe for each of them (Table 1), as for Nayl.l,
Nay 1.2, Nay1.3 and Nay1.6 subunits.

Transcriptional levels of the six VGSC o-subunits and the ref-
erence gene (HPRT1) were determined by qRT-PCR in the three
primary cultures of CaC and in six CaC and five NCC biopsies.
For comparison of gene transcription levels, Ct values were plot-
ted directly, assuming the same threshold for all genes evaluated.
The Ct value is inversely proportional to the amount of RNA
template present in the PCR reaction (i.e., the smaller the Ct value
the larger the amount of mRNA). Most of analyzed genes in CaC
and NCC samples showed Ct values that fall in the moderate
expression level category (26-30 cycles), including the reference

Nay1.6 channels in human cervical cancer
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Figure 1. Expression levels of VGSC a-subunits in CaC versus NCC
samples. (@) mRNA levels of VGSC a-subunits and HPRT1 genes in
CaC and NCC samples. Boxes indicated lower and upper quartiles
of cycle thresholds (Ct) range with respective medians, whiskers
represent the 10th and 90th percentiles. White boxes, NCC
samples (n = 5); gray boxes, CaC samples (primary cultures and
biopsies; n = 9). (b) Expression levels fold changes of VGSC a-
subunits genes in CaC versus NCC samples. Bars show the average
fold-change ratios (2724 of gene expression levels between CaC
and NCC samples for the indicated VGSC a-subunits. Nay1.6 and
Nay1.7b expression levels were clearly upregulated in CaC.

gene HPRT1 (Fig. 1a). It should be noted that even HPRT1 Ct
values varied about three cycles (from 28 to 25) between NCC
and CaC samples. B-Actin, another reference gene commonly
used, showed a larger variation (12 cycles; data not shown),
meaning a 1,000-fold increase in CaC samples mRNA levels;
therefore, we did not use B-actin as a reference gene. On the other
hand, three genes, Nay1.1, Nay1.6 and Nay1.7b, in NCC samples
display Ct values between 34 and 38, indicative of very low
expressed mRNAs; interestingly, the latter two genes increased
importantly their expression in CaC samples. This was not true
for Nay1.1, however.

The mRNA expression of Nay1.6 and Nay1.7b is

upregulated in CaC

Real-time PCR experiments showed that all VGSC a-subunits
investigated are expressed in both NCC and CaC samples

Int. J. Cancer: 130, 2013-2023 (2012) © 2011 UICC
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Figure 2. Quantification of VGSC B-subunits mRNA in CaC versus NCC by qRT-PCR. (a) Ct values (mean =+ SD) for mRNA levels of Nayf
subunits for NCC biopsies (n = 5), CaC biopsies (n = 6) and CaC primary cultures (n = 3). Same samples used in Figure 1b. Expression
levels fold changes of Nayf subunits genes in CaC versus NCC samples (b); CaC primary cultures versus NCC biopsies (¢) and CaC biopsies

versus NCC biopsies (d).

(Fig. 1a). The quantitative determinations of mRNA expres-
sion showed no substantial changes for Nayl.l, Nayl.2,
Nay1.3 and Nayl.7a between CaC and NCC samples (Fig.
1b). On the contrary, Nay1.6 and Nay1.7b mRNAs were spe-
cifically overexpressed in CaC samples. Even though there
were some differences in Ct values between CaC primary cul-
tures and CaC biopsies, both set of samples followed the
tendency to increase the expression levels of Nayl.6 and
Nay1.7b in CaC samples. On an average, QRT-PCR determi-
nations revealed that relative mRNA expression of Nayl1.6
and Nayl.7b in CaC samples was 40- and 22-fold higher
than in NCC samples, respectively (Fig. 1b). Similar results
were obtained when Nay1.2 or Nay1.3 subunits were used as
reference gene (data not shown).

Differential expression of Nayp subunits in primary

cultures and biopsies from CaC

Because Nayf subunits have been implicated in process
length and cell adhesion in neurons and cancer cells,"*** we

investigated the mRNA levels of these subunits in cancerous

Int. J. Cancer: 130, 2013-2023 (2012) © 2011 UICC

and NCC cells. In contrast with the mRNA levels observed
for a-subunits, accessory Nay[3 subunits showed significantly
different tendencies between primary cultures and CaC biop-
sies, although B1 was always the most abundant Nay[} subu-
nit (Fig. 2a). On the other hand, Nayf2 and NayP4 dis-
played very low levels in CaC primary cultures (Ct ~34), but
mRNA levels were lower in NCC samples (Ct ~30) than in
CaC biopsies (Ct ~28) (Fig. 2a). In other words, compared
with NCC biopsies, the mRNA levels of Nayf2 and Nayp4
were higher in CaC biopsies but they decreased in CaC pri-
mary cultures. After normalizing the values with HPRT1
gene, the 27" values indicated that only NayB3 is not
overexpressed in CaC samples (Fig. 2b). The comparison
between CaC primary cultures and NCC biopsies confirmed
the strong downregulation of Nay 32 and Nayfp4 in CaC (Fig.
2¢). On the contrary, between CaC and NCC biopsies there
were no substantial changes in expression, if any, a small
increase (less than 100%) in NayB3 and ~50% decrease in
NayBl (Fig. 2d). A likely explanation for this difference
between primary cultures and biopsies from CaC could be
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Nay1.6 channels in human cervical cancer

Figure 3. Immunodetection of Nay1.6 and Nay1.7 channel proteins in CaC samples. (@) Immunohistochemistry of Nay1.6 and Nay1.7 proteins

expression in CaC biopsies. Staining of both channels was mainly confined to the plasma membrane of cells from the midzone and superficial
zone of the cervical squamous epithelium (SE) in NCC sections (brown staining: @’ and b'); proteins immunoreactivity in basal layer's (BL) cells
was weak. On the contrary, the signal for Nay1.6 channels was widely distributed in the plasma membrane, cytoplasm and nucleus of most

cells in CaC biopsies sections from IB (¢') and IlIB (¢) FIGO stages. The immunolocalization of Nay1.7 showed a similar pattern than Nay1.6,
although the nucleus staining was not consistent in all sections (d' and f). No immunoreactivity was observed when primary antibodies were
omitted from the experiments (g’ and /’). Images are representative of nine CaC and six NCC biopsies. (b) Immunocytochemistry of Nay1.6 and

Nay1.7 proteins expression in CaC cell cultures. Primary cultures (085, 354 and JP) derived from CaC biopsies displayed immunoreactivity for
Nay1.6 (@, ¢ and €) and Nayl1.7 (', d' and f) channels. Again negative controls in the absence of primary antibodies lead to only the
hematoxylin counterstain of the cell nucleus (g’ and H’). Bar scale for all images, 50 um.

related to the assigned adhesion role of Nayp subunits,”>*' a

cell property that might be quite different in biopsies and
primary cultures.

Localization of Nay1.6 and Nay1.7 channel protein in
cervical cancer

Immunochemical staining using specific antibodies against
Nay1.6 and Nay1.7 demonstrated channel protein expression
in NCC (n = 6) and CaC (n = 9) biopsies sections as well as
in CaC primary culture cells (n = 3; Fig. 3). Although both
channel proteins were detected in all samples, the immuno-
staining pattern showed two important differences between
NCC and CaC samples. First, the localization of Nay1.6 and
Nay1.7 channel proteins was mostly limited to the plasma
membrane of cells from the midzone and superficial zone of
the cervical squamous epithelium in NCC sections (Figs. 3aa’
and 3ab’), whereas in CaC (biopsies and primary culture
cells) the proteins were widely distributed in the plasma
membrane and cytosolic compartments (Figs. 3ac’-3af and
3ba’-3bf). Second, the immunoreactivity signal was markedly
more robust in CaC than NCC samples (compare panels ¢'-f

against a’-b’ of Fig. 3a). There were no obvious differences
in the staining intensity among the different stages of the
CaC biopsies studied. Also, no staining was observed in bi-
opsy sections where primary antibodies were omitted (Figs.
3ag-3al’). Cells from the three primary cultures (085, 354
and JP) also showed strong immunostaining for Nay1.6 and
Nay1.7 channel proteins (Fig. 3b). Thus, the upregulation of
Nayl.6 and Nayl.7 detected in the mRNA levels (Figs. la
and 1b) correlates with a higher relative staining for those
channels in cancer tissues compared to noncancerous
samples.

Contribution of Nay1.6 channels to the whole-cell sodium
current of CaC cells

To investigate if the upregulation of the mRNA that encodes
Nay1.6 channels and the strong immunoreactivity detected in
CaC samples have in fact any functional contribution to the
total sodium current of these cells, we performed whole-cell
patch-clamp experiments in CaC primary culture cells that
we have previously reported for displaying a robust sodium
current, the 085 cells.'* As a pharmacological tool to

Int. J. Cancer: 130, 2013-2023 (2012) © 2011 UICC
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Figure 4. Contribution of Nay1.6 channels to the sodium current of

% Block of sodium current T+

CaC cells. (a) Representative whole-cell sodium currents recorded
at 0 mV in the presence of the indicated concentrations of Cn2, a
specific blocker of Nay1.6, and 1 puM TTX (gray trace) in a cell from
the 085 CaC culture cell. (b) Percent block of sodium current by
350 and 1,000 nM Cn2. Bars show the mean = SEM (n = 8 and
6, respectively).

discriminate the participation of Nay1.6 channels in the total
sodium current, we use the Cn2 toxin, which has been
recently reported as a specific blocker of Nay1.6 channels.*>**
Figure 4a shows the block of whole-cell sodium currents
recorded at 0 mV from a 085 cell by 350 and 1,000 nM of
Cn2 toxin. On an average, 350 nM Cn2 decreased the so-
dium current amplitude by 30.3% * 5.0% (n = 8; Fig. 4b).
By increasing the Cn2 concentration to 1 uM, an additional
18% of VGSC activity was blocked (48.3% * 6.9%; n = 6;
Fig. 4b). We did not use higher Cn2 toxin concentrations to
prevent further nonspecific block of sodium channels. When
tested, the remaining sodium current was totally blocked
with 1 uM TTX (Fig. 5a), confirming our previous reports
about the TTX sensitivity nature of the VGSC expressed in
these cells." Similar results were observed in 354 cells (data
not shown).

Participation of VGSC activity in metastatic cell behaviors

To explore the possibility that the VGSC activity, in general,
and Nay1.6 channels, in particular, could be involved in met-
astatic behaviors of CaC cells such as migration and invasion,
we performed in vitro assays in the presence and absence of
6 UM TTX** or 1 pM Cn2.? Proliferation of 085, 354 and JP
CaC primary culture cells was not affected after exposure to
6 uM TTX during 72 hr, also that toxin concentration was
not toxic for the cells (data not shown). Migration and inva-
sion assays were performed only with two primary cultures,
085 and 354, where the cells of the first generate almost the
double of sodium current density than the second (204 =
43,98 = 2.0 and 11.9 = 1.6 pA/pF for 085, 354 and JP
cells; data from Ref. 14). As shown in Figure 54, migration
was not significantly modified by the presence of TTX or
Cn2 in the culture medium in 085 and 354 cells. By contrast,
relative invasiveness of these cells was sensitive to both toxins
(Fig. 5b). After 72 hr of incubation with 6 pM TTX, relative
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Figure 5. Nay1.6 contributes to the in vitro cell invasiveness of
CaC. Relative migration (a) or invasion (b) of CaC cells in the
presence of 6 uM TTX or 1 uM Cn2 when compared to control
without any toxin. Absorbance values (between 0.6 and 1.2) from
both types of assays were normalized to control condition and
expressed as percentages. Columns, means from at least three
independent experiments; bars, SEM. *Statistically different when
comparing control to toxin conditions at p < 0.001 (one-way
ANOVA, followed by Dunnett’s test).

invasion of 085 cells showed a significant decrease when
compared to control condition (no toxin; normalized inva-
sion decreased to 81.5% = 5.6%). More interestingly, Cn2
toxin (1 uM) had a similar effect on this cell behavior. The
same tendency was observed in 354 cells, normalized inva-
sion decreased to 79.5% * 7.6% and 78.3% * 7.6% with
TTX and Cn2, respectively. These results suggest that block-
ing of sodium channels, and particularly Nayl1.6 channels,
reduces the relative invasiveness of CaC primary culture cells.

Discussion

Our study shows that mRNA levels of two VGSC o-subunits,
Nay1.6 and Nayl1.7b, were strongly upregulated in biopsies
and primary cultures from CaC. Functional expression of
both channel proteins was also confirmed, in particular
Nay 1.6 subunit contributed to approximately one-third of the
sodium current recorded in CaC cells. Specific block of
Nay1.6 channels reduced the in vitro invasiveness of these
cells. The main implications of such results are that Nay1.6
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could be considered as a novel marker for CaC and also as a
potential target for the development of new therapeutic
strategies.

Our qRT-PCR results showed that Nay1.6 mRNA levels
were upregulated by 40-fold in CaC samples compared to
NCC samples (Fig. 1b). Interestingly, mRNA levels of Nay1.6
o-subunit were the lowest in NCC samples, together with
Nayl.l and Nayl.7b (Fig. 1a); however, only the latter and
Nay1.6 were clearly upregulated in CaC samples (Fig. 1b).
On the contrary, mRNA levels for Nayl.2, Nayl.3 and
Nay1.7b were moderately expressed in NCC samples and did
not show significant changes when compared to CaC samples
(Figs. la and 1b). Notably, the sequences of Nayl.6 and
Nay1.7b a-subunits identified in our study correspond to a
specific splice isoform of Nayl.6 (Q9UQDO-2),”> and a
Nay1.7 channel isoform does not correspond to any splice
variant reported for human. Because of the observed upregu-
lation of this Nay1.7 isoform in CaC, it will be important to
clone the full sequence of this channel to confirm its func-
tionality and to investigate its biophysical properties.

All the sequenced Nay1.6 transcripts indicated that it con-
tains the exon 5A, but not the 5N, which have been shown
to be developmentally regulated in Nay1.1 and Nay1.3 chan-
nels?®*” as well as in Nayl.5, whose fetal isoform is abun-
dantly express by metastatic breast cancer cells."> However,
the 5A isoform (adult isoform) of Nay 1.6 has been shown to
be expressed in both fetal and adult brain.'®*® It should be
noted that Nay1.1-1.3 and Nayl1.7 are located in chromo-
some 2q23-24, whereas Nay1.6 is located alone in chromo-
some 12q13; therefore, we speculate that chromosomal insta-
bility would influence the transcription profile in the CaC
cells. This hypothesis is supported by a previous study, where
it was shown that the chromosomal abnormalities in prostate
cancer cell line DU145 impact the gene expression profile.””

It has been shown that VGSCs are upregulated in several
types of cancer cells, including breast, colon, lung, ovary and
cancer, and that their functional activity has a relevant con-
tribution in functions linked to invasion, secretion, adhesion
and motility.”'** Interestingly, Nay1.5 is the upregulated
subunit in most cases, with the exception of prostate cancer
(Nay1.7); however, in CaC the functional activity of Nayl.5
seems to be almost none, due to the fact that more than 97%
of the sodium current was blocked with 1-2 pM TTX in
CaC primary cultures,"* which indicates the participation of
almost exclusively TTX-sensitive sodium channels (Nay1.5
does not belong to this category). In addition, qRT-PCR
results demonstrated that mRNA of neonatal Nay1.5 isoform
is significantly less expressed than the adult Nay1.5 isoform,
and both showed decreased levels of mRNA in CaC samples
compared to NCC biopsies (Supporting Information Figs.
S3a and S3b). In addition, immunochemical experiments
confirmed the absence of Nayl.5 protein in CaC biopsies
(Supporting Information Fig. S3c). Together, these results
strongly suggest that the Nay 1.5 role in this type of cancer, if
any, has not the same relevance as in others.

Nay1.6 channels in human cervical cancer

By contrast, we demonstrated in our study that Nayl.6
channel protein is substantially expressed in the plasma
membrane and intracellular compartments of CaC primary
culture cells as well as in fresh CaC biopsies (Fig. 3); further-
more, the functional activity of Nay1.6 channel proteins con-
tributes to approximately one-third of the total sodium cur-
rent recorded from the CaC cells (Fig. 4). It is very likely
that the remaining two-thirds of the sodium current could be
carried by other TTX-sensitive VGSCs whose mRNA was
detected here (i.e., Nayl.2, Nayl.3 and Nayl.7). Thus, our
qRT-PCR results showing increased mRNA levels for Nay1.6
are consistent with the channel protein expression and func-
tion observed with immunostaining and patch-clamp experi-
ments. An interesting immunochemical result indicates that
Nay1.6 (and also Nayl.7) channel protein is widely distrib-
uted in membrane and cytoplasmic compartments in CaC
samples; on the contrary, in NCC samples the proteins signal
is limited to the plasma membrane (Fig. 3). The intracellular
expression of Nayl.6 has been observed in human macro-
phages, where it is colocalized with vesicles that are distrib-
uted throughout the cytoplasm and some of which are associ-
ated with the actin cytoskeleton,> participating in the control
of podosoma and invadopodia formation, thus suggesting a
role for cellular invasion of macrophages.’® Interestingly, we
found B-actin mRNA levels augmented around 1,000-fold in
CaC samples (data not shown). Changes in cell distribution
of Nay1.6 channels are better exemplified in multiple sclero-
sis (MS) human patients where the channel is expressed
along demyelinated and degenerating axons in MS, instead of
being confined to its normal localization in Ranvier’s nodes.
Interestingly, it was also reported that colocalization of
Nay1.6 channels and the sodium-calcium exchanger (NCX)
occurs at sites of axonal injury in the spinal cord in experi-
mental allergic encephalomyelitis.** Such colocalization might
be relevant for a likely mechanism involving Nay1.6 channels
in the metastatic behavior of CaC cells (see below).

Besides their possible role at the intracellular level, Nay1.6
channels, expressed in the plasma membrane of CaC cells,
participate in some metastatic behaviors of this carcinoma.
Our observations regarding the block of one-third of the total
sodium current in CaC primary cultures cells (Fig. 4), and
the decrease in relative invasiveness (Fig. 5) by the action of
the Nay1.6-specific Cn2 toxin, implies the direct participation
of the ionic current through Nay1.6 o-subunit. The contribu-
tion of other VGSCs (i.e., Nayl.l, Nayl.2, Nayl.3 and
Nayl1.7) to the metastatic behavior seems to be less signifi-
cant, due to the fact that TTX effect on invasiveness was not
different than that observed with the Cn2 toxin (Fig. 5). A
positive correlation between sodium current density and rela-
tive invasiveness has been observed in breast and prostate
cancer, where highly metastatic cell lines express larger so-
dium currents, compared to poorly metastatic cell lines.'**>*¢
However, our results in CaC cells were not current density
dependent, as both types of CaC cells (085 and 354) were
equally affected in their in vitro invasiveness behavior by
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TTX and Cn2 (Fig. 5). Nevertheless, our results show for the
first time the relationship between sodium channel activity
and metastatic behavior in primary cultures derived from a
primary carcinoma, suggesting that Nayl.6 channels may
play an important functional role in CaC progression.

There is no unanimously accepted mechanism to explain
the role of VGSC in the metastatic behavior of some cancer
cells, but at least two main roles should be considered: the
Na* influx through VGSC o-subunits and the role of VGSC
B-subunits as adhesion molecules. The first one includes
observations regarding tonic Na® influx through VGSCs,”
inhibition of various basal metastatic cell behaviors by TTX*'
and diminishing or enhancing of invasiveness by increased
Na™ concentrations or by the agonist effect of veratridine on
VGSCs.”® However, the major criticism of the Na™-influx hy-
pothesis is that the transient current through VGSCs may
have negligible effect on the global [Na™]; in these cells and
any downstream effect is not likely. Nonetheless, generation
of local Na* gradients cannot be ruled out.’>* In addition,
the implicated participation of NCX driven in reverse mode
(Na™ export/Ca2+ import) observed when [Na']; is ele-

d,**** and in the ionic mechanism of anoxic injury in
4344

vate
mammalian axons, with the well-known downstream
effects of Ca®*,** is in agreement with the specific colocaliza-
tion of Nayl.6 channels and the NCX observed in experi-
mental axonal injury.**

Alternatively, the role of VGSCs in metastasis could
involve a nonconducting function via direct interactions of
VGSC B-subunits with other plasma membrane and/or intra-
cellular proteins.***’ For example, VGSC B-subunits (B1 and
B2) can associate with tenascin-C and tenascin-R (thereby
influencing cell migration) and participate in homophilic cell
adhesion, resulting in cellular aggregation and ankyrin
recruitment.”’ Importantly, VGSC B-subunits (B1, P2 and
[4) are expressed in breast cancer cell lines, where $1 mRNA
and protein levels are significantly higher in the weakly meta-
static MCF-7 cell line compared to the highly metastatic
MDA-MB-231 cells, consistent with the higher adhesiveness
of MCF-7 cells."” Furthermore, stable overexpression of B1 in
MDA-MB-231 cells increased the VGSC activity and cell ad-

2021

hesion, but reduced cellular motility, suggesting that the cell
adhesive effects of f1 may be independent of changes in cel-
lular excitability."” Finally, a reciprocity of function between
Bl and Nayl.6 was recently reported in cerebellar granule
neurons, where pl-mediated neurite outgrowth requires
Nayl.6-mediated Na® influx, whereas Nay1.6 localization
and high-frequency firing require B1.** In our study, we
observed that direct blocking of VGSC a-subunits induced a
decrease (around 20%) in the invasiveness of CaC primary
cultures, if VGSC B-subunits, in particular the high levels of
NayP1 detected in CaC samples (Fig. 2a), play an additional
role in the metastatic behavior of CaC, it remains to be fur-
ther investigated. Additionally, the contrasting mRNA levels
expressed for NayfP2 and Nayf4 in CaC primary cultures
and CaC biopsies might be implying new roles for these sub-
units in cell properties related to integrity
maintenance.

tumor

In conclusion, functional overexpression of Nay1.6 chan-
nels and to a lesser extent Nayl.7 in CaC might represent
the identification of novel molecular markers and potential
targets for this carcinoma. Examination of the human ion
channel set from a cancer perspective provides important
insights into issues relevant to ion channel drug discovery.
Thus, our work will provide an opportunity to assess the
therapeutic potential of functionally intriguing channels such
as VGSCs.
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Papel de los canales de sodio activados por voltge
en la capacidad metastésica de las céulas cancerosas
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Role of the voltage-gated sodium channels
in the metastatic capacity of cancer cells

ABSTRACT

The functional expression of voltage-gated sodium channels
(Nay) in cancer cells is associated with an increase of
metastatic potential. The activity of Na, channels modulates
different cellular processes related to the development of the
malignant phenotype, such as adhesion, galvanotaxis,
motility and invasiveness. Among the great diversity of
cancerous phenotypes, Na, channels expression is common in
highly metastatic cells with their distribution following a
primary tumor-specific pattern. The purpose of this paper is
to review the literature, regarding to: the types of Nay,
channels expressed by different types of cancer cells, the
cancer cellular processes in which they play important roles,
and the molecular mechanisms by which these channels
promote metastasis.

Key words. Voltage-gated sodium channels. Na,. Molecular
marker. Metastasis. Cancer. Therapeutic target.

INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad potencialmente fatal
causada por factores genéticos y ambientales, que
representa una de las principales causas de muerte a
nivel mundial.! Las caracteristicas fisiopatolégicas
del cancer varian de acuerdo con el 6rgano o tejido
afectado; sin embargo, se han identificado seis carac-
teristicas comunes que comparten las células cance-
rosas:2

¢ Autosuficiencia de sefnales de crecimiento.
* Insensibilidad a la senales de paro de la progre-
sion del ciclo celular.

RESUMEN

La expresion funcional de canales de sodio dependientes de
voltaje (Nay) en células cancerosas estd asociada al incremen-
to de la capacidad metastésica. La actividad de los canales Nay,
modula distintos procesos celulares relacionados con el desa-
rrollo del fenotipo maligno, tales como la adhesion, galvano-
taxis, movilidad e invasividad. Dentro de la gran diversidad de
fenotipos cancerosos la expresién de canales Na, es comtn
dentro de las células altamente metastésicas; sin embargo, el
tipo particular del canal expresado parece depender del tejido
en el que se genera el tumor primario. El propésito de este ar-
ticulo es revisar la literatura sobre los canales Nay, expresados
en distintos tipos de cancer, los procesos celulares en los que
participan y los mecanismos moleculares por los cuales pro-
mueven metastasis.

Palabras clave. Canales de sodio activado por voltaje. Nay,.
Marcador molecular. Metastasis. Cancer. Blanco terapéutico.

* Evasién de la apoptosis.

* Replicacién ilimitada.

* (Capacidad angiogénica.

* Invasién de tejidos y metastasis.

La progresion a través de las etapas del ciclo
celular es controlada por la expresiéon génica, la
activacion de vias de senalizacién y la regulacién
del volumen celular. Estos procesos son modula-
dos por multiples factores, dentro de los cuales
la concentracién intracelular de iones resulta
crucial, y ésta a su vez depende de la expresiéon
de canales y transportadores iénicos. En los pro-
cesos oncoldgicos estas proteinas son expresadas
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de manera anémala;3 revisiones previas han in-
tentado explicar la conexi6n existente entre ellas
para orquestar el establecimiento y desarrollo del
fenotipo maligno.5-11

Dentro de la gran diversidad de canales y trans-
portadores i6nicos, la expresién funcional de canales
de sodio activados por voltaje (canales Na,,) confiere
a la células cancerosas un mayor potencial metasta-
sico.'? Los canales Na,, son proteinas transmem-
branales que se expresan generalmente en células
excitables como neuronas, células secretoras y mio-
citos. La funcién més conocida de los canales Nay, es
su participacién en la generacién y propagacién de
impulsos eléctricos conocidos como potenciales
de acci6n mediante los cuales se trasmite la informa-
cién entre células.!® Los canales Nay son en reali-
dad complejos multiproteicos constituidos por una
subunidad principal o (~260 kDa) que forma el poro
por donde transitan los iones sodio en respuesta a
despolarizaciones del potencial de membrana y una o
dos subunidades auxiliares  (~40 kDa), cuya fun-
cién clasica consiste en modular el trafico y las pro-
piedades biofisicas de la subunidad principal.l®
La subunidad o es una proteina formada por cuatro

dominios homélogos y cada dominio consiste de seis
segmentos transmembranales (S1 a S6) unidos por
asas intra y extracelulares (Figura 1). Hasta el mo-
mento funcionalmente se han caracterizado nueve
subunidades o (Nay1.1-Nay1.9), cada una codificada
por un gen distinto (SCNIA-SCN5A, SCN8A-
SCN11A), clasificadas por su homologial” y sensibi-
lidad a la tetrodotoxina (T'TX). Las subunidades
Nay1.1-Na1.4, Nay1.6 y Na1.7 son consideradas
sensibles a la TTX, ya que la IC, de la toxina reque-
rida para bloquear su actividad se encuentra en el
rango nanomolar; mientras que las subunidades
Nay1.5, Nay1.8 y Nay1.9 son resistentes a la TTX,
ya que se requieren concentraciones micromolares
para bloquearlas.!®

A la fecha se conocen cuatro genes que codifican
para subunidades auxiliares § de canales de sodio:
Na,p1l a Na,p4.181% Las subunidades B tienen un
solo segmento transmembranal y un extremo amino
extracelular prominente con el cual, ademés de mo-
dular la actividad de la subunidad o, pueden inte-
ractuar con otras proteinas y establecer complejos
de adhesién con células adyacentes y con la matriz
extracelular,16:20
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Figura 1. Esquema de los elementos estructurales de un canal de sodio activado por voltaje. La subunidad o estd constituida por cuatro dominios
homdlogos interconectados por asas intracelulares. Cada dominio consta de seis segmentos transmembranales (S1a S6), de los cuales el 54 se caracte-
riza por contener varios aminodcidos cargados positivamente, y funciona como sensor de voltaje. En respuesta a la despolarizacién membranal, el movi-
miento del sensor de voltaje ocasiona un cambio conformacional de la proteina que culmina en la apertura del poro conductor de los iones. También se
muestra la compuerta de inactivacion del canal, localizada en el asa que une los dominios 3 y 4, asi como los sitios de union para la TTX (¢, en las
asas que unen a los segmentos 5 y 6 de cada dominio), localizados en las asas del poro.’>6 Ademads, se ilustra una de las subunidades auxiliares 8 que
modula la expresion membranal y las propiedades biofisicas de la subunidad o, otra de sus funciones consiste en establecer uniones con proteinas de
matriz extracelular o células adyacentes. %1620
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EXPRESION DE CANALES
NA, EN CELULAS CANCEROSAS

Las células que cursan por procesos oncolégi-
cos contienen una mayor concentracién citoplas-
matica de sodio con respecto a sus homélogas
sanas, como en el caso de las células no pequenas
de pulmén?!, hepatomas, adenocarcinomas mama-
rios,?? oligodendrogliomas y astrocitomas;?? lo
cual se refleja en una tendencia a presentar un po-
tencial de membrana més positivo (despolarizado)
que en condiciones no cancerosas.!321.24 Ademas
de contribuir al incremento en la concentracién
intracelular de sodio, la expresién de canales Nay,
promueve una alta movilidad e invasividad celular
que resulta en un incremento del potencial metas-
tasico de las células cancerosas, mediante meca-
nismos que comienzan a ser estudiados y que se
discuten a continuacion.

En 1995 se publicé el primer reporte en el que se
relacioné la expresién funcional de canales Na,, con
una alta capacidad invasiva de las células cancero-
sas.?? En este trabajo se compararon dos lineas celu-
lares de cancer de préstata de rata: AT2 y
Mat-Ly-Lu, caracterizandose esta tltima por expre-

sar canales Nay, y presentar un alto potencial metas-
tasico. Mas tarde se encontré la misma relacién po-
sitiva entre la expresion membranal de canales Na,,
y un alto potencial invasivo de distintas lineas celu-
lares de cancer de préstata de rata y de humano.?6
En estos estudios se mostré que los canales Nay,
expresados en células de cancer de préstata eran
sensibles a la TTX, y en un estudio posterior se
determiné que Nay1.7 es la subunidad mas abun-
dante en este tipo de cancer.?’

En las células de cdncer de mama altamente me-
tastasicas también se expresan canales Na, funcio-
nales. En 2003 se describi6 la expresién de una
corriente de sodio activada por voltaje en la linea
celular de cancer de mama MDA-MB-231.2* Dicha
corriente presenté resistencia al bloqueo por TTX
(IC,, = 1.78 = 0.22 uM; bloqueo total = 30 uM),
asi como cinéticas similares a las reportadas para
el canal de sodio expresado en el corazén, por lo
que los autores postularon a la subunidad Nay1.5
como el potencial sustrato molecular para el trans-
porte de la corriente de sodio registrada. Sin em-
bargo, en el articulo referido no se realizaron
estudios de biologia molecular para identificar
al canal Na, expresado. En un estudio posterior,

Cuadro 1. Principales subunidades de canales Na,, expresadas en diferentes tipos de cancer.

Subunidad Tipo de cancer RNA Proteina Registro Lineas Biopsias Referencia
de corriente celulares
Nay1.5 Colon v v v 2
Leucemia v v - 28
Mama v v - 24
v v v 13
Mesotelioma v v v v 40
Neuroblastoma v v v - 56
Ovario v v v 57
Pulmén v v v - 21
Na, 1.6 Cérvix uterino v v v 30
v v v 31
Na,1.7 Préstata v v 25
v - v 27
v v v 58
Na, 31 Cérvix uterino v v 0
Colon v v 2
Mama v v 3
Préstata v v v 59
Pulmén v v - 21
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Fraser, et al.'® comprobaron que el canal Nay, so-
bre-expresado en el cincer de mama es Nay1.5, tan-
to en lineas celulares altamente metastésicas
(MDA-MB-231) como en biopsias de pacientes con
metdstasis en nédulos linfaticos. El canal Nay1.5
expresado en estas muestras corresponde a la iso-
forma neonatal generada por procesamiento alter-
nativo del mRNA, que difiere de la isoforma adulta
en la sustitucién de siete aminoacidos comprendi-
dos entre el segmento S3 y S4 del dominio I de la
subunidad o del canal. En el mismo trabajo tam-
bién se analiz6 la expresion de corrientes de sodio
activadas por voltaje en lineas celulares de cancer
de mama con pobre o nulo comportamiento metas-
tasico, los resultados mostraron que dichas células
no expresan corrientes de sodio, lo que reforzé la
evidencia sobre la relacién positiva entre la expre-
sién de canales Nay y una alta capacidad invasiva
de las células cancerosas. Esta hipétesis ha sido
comprobada por distintos grupos de investigacién
en otros tipos de cancer como leucemia,?® pulmén,?!
colon,?? préstatal® y cérvix uterino.?? Adicionalmen-
te, en un estudio en el que se transfect6 el canal
Nay1.4 en células de cancer de préstata con distin-
tos potenciales metastasicos se evidencié un incre-
mento de la capacidad invasiva en todas ellas.!?

Nuestros propios estudios sobre la expresiéon de
canales idnicos activados por voltaje en cancer cer-
vicouterino (CaCu) han mostrado la expresion de ca-
nales Nay sensibles a la TTX;3! a diferencia de otros
tipos de cancer, en el CaCu la subunidad que incre-
menta en mayor grado su expresién con respecto al
tejido no canceroso es Na, 1.6, y el bloqueo especifi-
co de su actividad disminuye la capacidad invasiva
de las células cancerosas, hecho que coloca a esta
subunidad como un marcador molecular caracteris-
tico y un potencial blanco terapéutico de este can-
cer.?% Estas observaciones, asi como una relacién de
los tipos de cancer en los que se ha reportado la so-
bre-expresién de canales Nay, se presentan de mane-
ra resumida en el cuadro 1.

Estas evidencias indican que la sobre-expresién
de los canales Nay, es necesaria y suficiente para in-
crementar el potencial metastasico de células can-
cerosas y un numero creciente de publicaciones
busca determinar las propiedades de la célula can-
cerosa que son influenciadas por los canales Nay,
asi como los mecanismos moleculares mediante los
cuales estos canales ejercen su efecto sobre la
potenciaciéon de la invasividad. A continuacién se
describen los principales procesos de la célula can-
cerosa en los que se ha encontrado la participacién de
los canales Na,,.

EFECTO DE LA EXPRESION
DE LOS CANALES NA, EN LA BIOLOGIA
DE LA CELULA CANCEROSA

Adhesion

La transformacion hacia el fenotipo invasivo impli-
ca desregulacion de la adhesién que la célula cancero-
sa mantiene con células adyacentes y con moléculas
de la matriz extracelular; en este proceso, las molécu-
las de adhesi6n pueden regular vias de senalizacion
que promueven la progresién del fenotipo canceroso.
La expresion funcional de canales Na, se ha relacio-
nado con la disminucién de la fuerza con la que las
células cancerosas se adhieren a su sustrato. Palmer,
et al.?? desarrollaron un sistema para medir con cier-
ta precision la fuerza con la que una célula se adhie-
re a la matriz extracelular: SCAMA (Single Cell
Adhesion Measuring Apparatus). Con este sistema se
mostré que las células cancerosas con un alto poten-
cial metastésico se adhieren mas débilmente al sus-
trato que aquéllas que presentan un potencial
invasivo bajo o nulo. En este mismo trabajo, y en
otros posteriores, se demostré que el bloqueo de la
actividad de los canales Na, con TTX aumenta
la fuerza de adhesion de las células altamente metas-
tasicas,43334 1o que indica que ademas de la estruc-
tura, la actividad de los canales es responsable de
la modulacién de la fuerza de interacciéon entre la
célula cancerosa y el medio extracelular.

En un estudio reciente se mostré que los canales
Nay 1.5 promueven la formacién de colonias celula-
res de cancer de mama, lo cual se previene al bloquear
su actividad con TTX, sugiriendo que la expresién
funcional de estos canales facilita la adhesion con cé-
lulas adyacentes.?® A la fecha no se han determinado
los sustratos moleculares responsables de este fené-
meno, y se debe considerar que en el cancer de mama
hay expresion de subunidades 3 que pueden aumentar
la fuerza de adhesién, desempenando el papel de molé-
culas de adhesién celular (CAM).2033:36 Asimismo, los
canales Na; pueden regular la expresién de otras
CAMs, como los miembros de la superfamilia de in-
munoglobulinas L1 y N-CA; N-Caderina y CAMs de-
pendientes de calcio, como ocurre en el desarrollo del
sistema nervioso.3” La participacién de las subunida-
des P en la capacidad invasiva del fenotipo canceroso
se revisara mas adelante.

Movilidad

Al disminuir la fuerza con la que se adhieren las
células cancerosas a su sustrato resulta evidente
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que la expresién funcional de los canales Nay, se en-
cuentra vinculada con el aumento de la movilidad de
las células cancerosas. Esta hipétesis fue probada en
células de cancer de préstata altamente metastési-
cas, en las que el bloqueo de la actividad de los cana-
les Nay, produjo una disminucién de la movilizacién
celular; mientras que su apertura la incrementé.38
El mismo fenémeno se ha observado en lineas celu-
lares de cancer de mama?® y en cultivos primarios de
mesotelioma.*’

La forma en la que se vinculan ambos fenémenos
adin no es clara por completo, pero varios procesos
celulares parecen estar involucrados. Los canales
Nay, expresados en la membrana son acompanados
de subunidades reguladoras § que pueden modular
la remodelacién estructural del citoesqueleto en res-
puesta a la presencia de moléculas extracelulares
como las tenasinas C y R.203¢ Asimismo, la actividad
de los canales Nay, modifica el gradiente intracelular de
iones, y puede generar un aumento focalizado de la
concentracién citoplasmatica de calcio, mediante
mecanismos que se discuten mas adelante, y asi
activar a otras proteinas y canales i6nicos, como
los de potasio, que participan en la remodelacién del
citoesqueleto y en la movilidad celular.!

Galvanotaxis

La galvanotaxis es la movilizacién celular direc-
cionada en respuesta a un campo eléctrico.*? En con-
diciones fisiol6gicas los campos eléctricos pueden
manifestarse en forma de potenciales neuronales
(potenciales de accién) o en forma de potenciales
epiteliales transcelulares que son claramente distin-
guibles en las glandulas, dado su revestimiento con
células epiteliales. La galvanotaxis tiene una gran
relevancia en la embriogénesis, la regeneracién tisu-
lar y la met4stasis;*3>** controla, ademas, la remode-
lacién del citoesqueleto mediante la promocion de la
polimerizacién de tabulos de actina en la direccién
en que la célula dirige su movimiento y regula la
formacién y ruptura de uniones entre la célula y la
matriz extracelular a través del flujo intracelular di-
reccionado de calcio.*?

Las evidencias experimentales sobre la respuesta
galvanotactica de las células cancerosas iniciaron
con un reporte en el que Djamgoz, et al.*?> mostra-
ron que las células cancerosas de préstata respon-
den a campos eléctricos exégenos, y que el sodio
transportado por los canales Nay regula esa res-
puesta celular. En ese estudio las lineas celulares
Mat-Ly-Lu y AT-2 fueron sometidas a un campo
eléctrico de fuerza fisiolégica (0.1-4.0 Vem™), y sola-

mente las células MAT-Ly-Lu respondieron al
estimulo, migrando hacia el catodo. Asimismo, la
apertura de los canales Nay, con veratridina, condujo
al incremento de la respuesta galvanotactica, lo cual
fue revertido al incubar a las células con T'TX.

Estas observaciones sugirieron que los canales
Na,, modulaban la galvanotaxis en las células cance-
rosas altamente metastasicas, lo cual se corrobord
al estudiar este fendmeno con lineas celulares de
otros tipos de cancer. Contrario a lo observado en el
cancer de préstata*? y de pulmén,*s las células de
cancer de mama (MDA-MB-231) migran hacia el
anodo al ser expuestas a un campo eléctrico.!346
Aunque este comportamiento también se ha reporta-
do para otros tipos celulares, los mecanismos mole-
culares que determinan la polaridad del movimiento
celular aun no se han identificado.

Algunas hipétesis que explican la relacién entre
los canales Na,, y la galvanotaxis plantean que como
consecuencia de su actividad se pueden generar in-
crementos localizados en la concentracién intracelu-
lar de calcio, mediados por la actividad de
transportadores membranales,*”*8 o por la libera-
ci6én de pozas intracelulares.? El calcio libre podria
activar a la protein-cinasa A (PKA) y de esta mane-
ra modular la fosforilacién de componentes del ci-
toesqueleto para modificar su estructura. Por otro
lado, los canales Na,, provocarian directamente cam-
bios conformacionales de la célula al interactuar fi-
sicamente con el citoesqueleto.°

Exocitosis

El estudio de la capacidad de endocitosis-exocito-
sis de lineas celulares con diferentes potenciales me-
tastasicos ha reflejado que aquéllas con un alto
potencial invasivo presentan una mayor actividad
endocitica-exocitica. Mycielska, et al.?® mostraron
que el bloqueo de los canales Na,, con TTX conduce
a una disminucién de la capacidad endocitica de las
células altamente metastasicas (Mat-Ly-Lu); mien-
tras que no ejerce el mismo efecto sobre las células
no invasivas. Una misma tendencia se observoé al es-
tudiar las células de cancer de mama MDA-MB-231,
comparandolas con las MCF-7 de bajo potencial me-
tastésico, en donde ademas la apertura de los cana-
les Nay con aconitina produjo un aumento de la
endocitosis.!® Estos experimentos indican que los
canales Nay regulan positivamente la actividad
secretora de las células cancerosas altamente
metastasicas.

Asimismo, se ha mostrado que la concentracién
intracelular de sodio es importante para regular la
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actividad secretora de algunas neuronas.?! Los me-
canismos por los cuales la expresién funcional de ca-
nales Na;, promueve la exocitosis involucran el
aumento en la concentracién intracelular de sodio,
asi como la acidificacién del pH perimembranal ex-
tracelular y la basificacién del pH intracelular, lo
cual es logrado a través de la modificaciéon del fun-
cionamiento de transportadores membranales Na™*/
H*,52 que lleva a la liberacién de calcio de posas in-
tracelulares y concluye con la modificacion del trafi-
co vesicular mediante la activacién de cinasas (PKC
o CaM II) y la fosforilacién de elementos del citoes-
queleto de actina.

Regulacion del pH perimembranal

Recientemente se han analizado las implicaciones
patolégicas de un entorno extracelular acido en tu-
mores comparado con las condiciones fisiolégicas del
tejido en el que se desarrollan; se encontré que la
acidez extracelular desencadena varios eventos celu-
lares que incrementan el potencial metastasico de
las células cancerosas; entre ellos, una mayor expre-
sién y secrecién de proteasas,?® una mayor capaci-
dad angiogénica, y un mayor potencial de generar
tumores secundarios,? lo cual sugiere que la acidifi-
cacion del pH tumoral es crucial para el desarrollo
de metastasis. En un estudio realizado por Gillet, et
al.,? se encontré que la actividad de los canales
Nay, especificamente Na,1.5, promueve la acidifica-
cién perimembranal de células de cancer de mama y
la degradacién de la matriz extracelular, a través
de la potenciacién de la actividad de catepsinas de
cisteina. El mecanismo por el cual los canales Nay,
ejercen este efecto se discute a continuacion.

Invasividad

Estudios electrofisiolégicos con la técnica de patch
clamp han demostrado que el potencial de mem-
brana de las células cancerosas generalmente se
encuentra despolarizado en comparacién con células
de tejido sano. Debido a la expresion de canales
Nay, dicha condicién de potencial permite la genera-
cion de una corriente de ventana debida a la actividad
estocastica de una pequena fraccién de la poblacién
total de canales Nay, lo que resulta en un flujo
reducido, pero constante de sodio hacia el citoplas-
ma,21,24.29,35,40

Hasta el momento no se han caracterizado vias de
senalizacion intracelular en las que el sodio desem-
pefie un papel como segundo mensajero; sin embar-
go, una alta concentracién intracelular de sodio

puede invertir el sentido del funcionamiento de
intercambiadores de sodio acoplados a calcio, bicar-
bonato o protones; repercutiendo en el aumento de
la concentracién citoplasmatica de calcio, el cual si
puede activar distintas vias de senalizacién. Se ha
mostrado que este efecto ocurre en condiciones pato-
légicas como esclerosis multiple, anoxia y angiogé-
nesis.*”%% En un estudio reciente se mostré que en
células de cancer de mama el canal Nayl1.5 y el
intercambiador Na*t/H* tipo 1 (NHE1) colocalizan
en balsas lipidicas membranales y acoplan su activi-
dad para llevar a cabo la extrusiéon de hidrogeniones
del citosol; generando en consecuencia la acidifica-
cién de la periferia celular,® lo que conlleva a la po-
tenciacion de la actividad de las catepsinas B y S,
encargadas de la degradacién de proteinas de matriz
extracelular.?® De esta manera los canales Nay, con-
tribuyen en la remodelacién del contexto extracelu-
lar, facilitando la movilidad y la invasividad de las
células cancerosas.

PAPEL DE LAS
SUBUNIDADES REGULADORAS
DE LOS CANALES NA,, EN LA CAPACIDAD
INVASIVA DE LOS CARCINOMAS

Otros mecanismos que explican la relacién de los
canales Nay, con la movilidad celular se asientan en
su intima relacién con las subunidades reguladoras
B. Las subunidades § pueden interactuar con multi-
ples proteinas intra y extracelulares, desempenando-
se como moléculas de adhesién y funcionando como
intérpretes de moléculas de senalizacién.20-36:37 Por
medio de ellas los canales Nay, pueden interactuar
con proteinas del citoesqueleto como la ankirina y la
espectrina, o con proteinas extracelulares como las
tenasinas C y R, o la neurofascina,?%3¢ y de esta ma-
nera formar complejos proteicos que modulan la ad-
hesién con células adyacentes y con la matriz
extracelular.

En el cancer de mama las células con una baja ca-
pacidad invasiva expresan mayores niveles de subu-
nidades auxiliares f y presentan una mayor fuerza
de adhesion que las células altamente invasivas. En
un estudio realizado por Chioni, et al.,3? se mostré
que el bloqueo de la expresién de la subunidad Na,,
B1 con RNAs de interferencia provoca la disminucién
de la fuerza de adhesion de células pobremente me-
tastasicas y como consecuencia el incremento de la
migracién celular. Por su parte, la expresién transi-
toria de la subunidad Nay, 1 en células altamente
metastasicas condujo a un aumento de la fuerza de
adhesién y la disminucién de la movilidad celular.
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En el cancer de préstata los niveles de expresién
de subunidades § son mayores en lineas celulares
altamente metastasicas en comparacién con aquéllas
débilmente metastasicas, y al igual que en el cancer de
mama, la subunidad auxiliar Nay Bl es la més
abundante. Sin embargo, en el cancer de préstata la
subunidad oo mayormente expresada es Nay1.7, lo
que sugiere que el efecto sobre la adhesién celular
debido a la interaccién entre subunidades oy B de
los canales Na, puede ser dependiente de la combi-
naci6én de subunidades expresadas en cada tipo celular.
Por otra parte, el posible papel de las subunidades 3
en la capacidad invasiva de distintos tipos de cancer
como el cervicouterino aiin queda por investigarse.

CONCLUSIONES

Los estudios realizados hasta el momento indican
que la expresién funcional de los canales Nay, en cé-
lulas cancerosas es fundamental para el desarrollo
del fenotipo metastasico. Los mecanismos a través de
los cuales ejercen este efecto comienzan a diluci-
darse, y existen dos grandes lineas de investigacién

que son complementarias y que buscan explicar la
relacién entre su expresion y el incremento de la in-
vasividad celular. La primera, y mas desarrollada,
se centra en la actividad de la subunidad o como
principal activador de vias celulares que de forma
indirecta culminan en el incremento de la concentra-
cién de calcio citoplasmatico y la remodelacién del
entorno extracelular. La segunda involucra la parti-
cipacion de las subunidades auxiliares § que, ademés
de regular la cantidad y la actividad de canales Na,,
en la membrana celular, desempenan un papel de
moléculas de adhesién y regulan la fuerza con la que
las células cancerosas se adhieren a su sustrato.
En la figura 2 se resume de manera esquematica las
evidencias que soportan ambas teorias.

El potencial de los canales Na, como marcadores
moleculares y blancos terapéuticos del cancer es muy
prometedor; aun cuando se tienen evidencias sobre
la importancia de su actividad en el desarrollo de
metéastasis, todavia se desconocen muchos detalles
sobre su expresion, funcionamiento, regulacién y pa-
pel en vias de senalizacién de las células tumorales,
por lo que es necesaria una mayor cantidad de estu-

} Subunidades NayB 1/3
f

T

¥ Subunidades Nay 2/4

l Subunidad Nayo

} Intercambiador NHE1
I Intercambiador NCX

(5}
&5 Proteina de matriz
6 o extracelular

L _) Catepsina activa

L } Catepsina inactiva

Proteina de
citoesqueleto

- 9

Invasividad celular

Figura 2. Mecanismos por los
que los canales Na,,incrementan la in-
vasividad de las células cancerosas.
La célula genera invadopodios (regio-
nes especializadas del citoesqueleto
que modulan la adhesion celular; re-
cuadro de figura, parte inferior izquier-
da) en el sentido en el que dirige su
movimiento. En estas regiones mem-
branales (ampilificacion) se ha reporta-
do la coexpresion de canales Na, y el
intercambiador NHE1,% cuya activi-
dad acoplada promueve el incremento
de la concentracion intracelular de so-
dio [Na], y la acidificacion de la peri-
feria extracelular. Una alta [Na];
estimula la actividad de la adenilato
ciclasa,’ y la cinasa de proteinas A
(PKA), generando con ello una auto-
rregulacion positiva de su expresion y
actividad.%” El incremento en la con-
centracion de H* en la region extrace-
lular potencia la actividad de las
catepsinas encargadas de degradar la
matriz extracelular.®> Asimismo, una
alta [Naj; puede invertir el sentido del

cotransportador NCX,* lo que genera un aumento en la concentracion de calcio, incrementando la exocitosis y la polimerizacién de proteinas del citoes-
queleto en la direccidn de movilidad celular. Las subunidades auxiliares [3 regulan la expresion membranal de las subunidad o e interactian con proteinas
de células adyacentes o de matriz extracelular para incrementar la fuerza de adhesion que la célula cancerosa establece con su entorno.
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dios que permitan precisar su papel en la fisiologia
de la célula cancerosa y el desarrollo del fenotipo
maligno.
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