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Resumen

La diabetes es un trastorno heterogéneo con multiples etiologias, en el afio 2019,
se estim6 que 463 millones de personas padecian diabetes. Pudiendo aumentar a
578 millones para el afio 2030, y a 700 millones para 2045 (FID, 2019). Se sabe que
la diabetes tipo 2 es mucho mas comun y se caracteriza por la resistencia a la

insulina y a la desregulacién en la expresion de GLUT4.

El Pl (4,5) P2 juega un papel muy importante en la via de sefializacion de la
traslocacion de GLUT4 ya que participa en la via de la PI3K que es el principal
mecanismo por el que la insulina ejerce sus funciones en el metabolismo de la

glucosay de lipidos (Reyes et al., 2008).

En el Laboratorio de Oncologia Celular de la FES Zaragoza se ha fabricado un
liposoma cationico que contiene PI (4,5) P2 que en anteriores investigaciones se
demostré que al estimular células tumorales y linfocitos con liposomas se promueve
el movimiento y traslocacion de diferentes receptores como CD16 y el receptor
opioide & (DOR).

Por tal motivo, en este trabajo se cultivaron células tumorales de la linea celular PC-
3 e INBL estimuladas con liposomas cationicos para evaluar la expresion del

receptor GLUT4 mediante citometria de flujo.

Los resultados muestran que al estimular las células tumorales con liposomas
cationicos con PI (4,5) P2 promueven la traslocacion del receptor GLUT4,
confirmando asi la importancia de Pl (4,5) P2 en la via de sefalizacion de la
traslocacion de GLUT4.



Introduccién

La diabetes es un serio problema de salud que ha alcanzado niveles alarmantes:
hoy dia, casi 500 millones de personas en distintas partes del mundo viven con
diabetes (FID, 2019). Se considera una de las principales enfermedades que causa
muerte prematura en la mayoria de los paises e impone una sustancial carga para
la sociedad. El aumento previsto en la prevalencia entre la poblacion es por tanto
una verdadera preocupacion sanitaria y econémica (Smyth et al., 2006). Por lo que
se busca la manera de generar alternativas terapéuticas para los pacientes en los

gue se desarrolla la enfermedad.

La diabetes mellitus 2 se caracteriza por un mal funcionamiento de la insulina lo que
trae consigo una deficiencia en la concentracion del transportador de glucosa 4
(GLUT4) un receptor importante en la captacion de la glucosa, esto provoca que se

aumenten los niveles de glucosa en sangre (Bjornholm et al., 2005).

En la via de sefalizacion para la traslocacion de GLUT4 a la membrana celular
participan varias moléculas con gran importancia, algunas de ellas son lipidos
presentes en la membrana celular que confieren diversas propiedades, tal es el caso
del fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (Pl (4,5) P2) el cual participa en multiples
actividades de la célula, de estas destaca el movimiento de vesiculas del medio
intracelular a la membrana celular y forma parte de la via de la fosfatidilinositol 3-
cinasa (PI3K) que es el principal mecanismo por el que la insulina ejerce sus
funciones en el metabolismo de la glucosa y de lipidos ya que recluta a GLUT4
(Reyes et al., 2008).

En el laboratorio de oncologia celular de la FES Zaragoza se ha construido un
liposoma cationico que por su carga tiene la capacidad de unirse selectivamente a
lineas celulares epiteliales. Los liposomas son nanotransportadores constituidos por
bicapas concéntricas de lipidos anfipaticos separadas por un compartimiento

acuoso.

En investigaciones anteriores realizados en dicho laboratorio con liposomas que

contienen PI (4,5) P2, se evalu6 su capacidad para inducir la proliferacion celular en
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la linea celular de cancer de cuello uterino INBL y la expresion de CD16 en las
membranas de estas células y en los leucocitos sanguineos. Los resultados
mostraron un aumento significativo de la proliferacion de células INBL y también
indujo la expresion de membrana de CD16 en estas células, asi como en leucocitos
sanguineos (Corona-Ortega et al., 2019).

Por tal motivo, se decidié determinar la capacidad de los liposomas cationicos y
liposomas con PI (4,5) P2 para promover la expresiéon del receptor GLUT4 en la
membrana de las células tumorales PC-3 e INBL.



Marco Teérico

Diabetes

La diabetes es un trastorno heterogéneo con multiples etiologias, en el afio 2019,
se estimd que 463 millones de personas padecian diabetes. Esta cifra puede que
aumente a 578 millones para el afio 2030, y a 700 millones para 2045 tal y como se
muestra en la figura 1 (FID, 2019). La diabetes es una enfermedad crénica que
aparece cuando el pancreas ya no es capaz de generar insulina, o cuando el cuerpo

no puede utilizar adecuadamente esta hormona.

[I7T7T0 Numero de personas con diabetes
en todo el mundo y por regién
dela FID en 2019, 2030 y 2045
(20-79 afios)
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Figura 1. Mapa del nUmero de personas con diabetes en el mundo (FID, 2019).

La insulina es la clave para que la glucosa de la comida pase a la sangre a través
de las células del cuerpo y producir asi energia. Todas las comidas ricas en
carbohidratos se transforman en glucosa en sangre. La insulina es la proteina que
ayuda a la glucosa acceder a las células.
Si no somos capaces de producir insulina o utilizarla correctamente, nuestros
niveles de glucosa en sangre se elevaran (conocido como hiperglicemia). Si se
alarga en el tiempo, estos niveles altos de glucosa provocaran dafios en el cuerpo
y varios organos y tejidos comenzaran a fallar, esta condicion hiperglucémica

favorece al desarrollo de la diabetes (FID, 2019).
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Existen dos tipos de diabetes, la diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2 que comparten
como caracteristica comun la hiperglucemia. La diabetes tipo 1 se caracteriza por
la disminucion y el deterioro progresivo de la masa de células B en los islotes
pancreéticos, debido a una respuesta autoinmune o a una disminucién en la eficacia

de los mecanismos de sefializacion (Olvera-Granados et al., 2008).

La diabetes tipo 2 es mucho mas comun y representa del 90 al 95% de todos los
pacientes diabéticos, es el resultado de una combinacion de defectos en la
secrecion de insulina y la accion de la insulina, cualquiera de los cuales puede
predominar. Este tipo de diabetes se caracteriza por la resistencia a la insulina en
los tejidos hepéticos y periféricos. Los pacientes que desarrollan diabetes mellitus
tipo 2 no dependen de insulina exdgena, pero puede requerirlo para el control de
los niveles de glucosa en sangre si no se logran controlar con dieta o con agentes
orales hipoglucemiantes. La diabetes es una de las principales causas de ceguera,
enfermedad renal crénica y una variedad de neuropatias debilitantes (DeFronzo,
1997).

El transportador de glucosa GLUT4 juega un papel importante en la fisiopatologia
de la diabetes mellitus 2, debido a que a nivel molecular, se asocia con un

insuficiente reclutamiento de GLUT4 a la membrana celular (Bjérnholm et al., 2005).

Membrana celular

La membrana celular es la estructura que delimita a la célula. Inicialmente
conceptualizada como una barrera inerte, divisoria del interior y exterior celular, en
la actualidad se le reconoce como un elemento dinamico y fundamental en el
mantenimiento de la integridad de la célula. Como se muestra en la figura 2 su
plétora de componentes lipidicos y proteicos propicia su participacion en muy
diversos e importantes procesos, por ejemplo: transporte y permeabilidad selectiva
de sustancias y iones, excitabilidad, movilidad, diferenciacién, exocitosis,
reconocimiento intercelular y transduccion de sefiales extracelulares (Meza et al.,
2010).
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Figura 2. Esquema de la organizacién de una membrana plasmatica (Megias et al., 2017)

La membrana celular contiene moléculas proteicas a través de ella que le hacen
permeable, estas proteinas actiian en forma de canales que permiten a la célula el
transporte selectivo de iones, solutos y otras moléculas a través de la membrana, el
cual se puede llevar a cabo de forma pasiva o activa (Despopoulos, 2003; Deo et

al., 2004; Neverisky et al., 2016).

Parte de las funciones de las membranas se deben a sus propiedades
fisicoquimicas ya que es una estructura fluida que hace que sus moléculas tengan
movilidad lateral, es semipermeable, por lo que puede actuar como una barrera
selectiva frente a determinadas moléculas; posee la capacidad de romperse y
repararse de nuevo sin perder su organizacion, es una estructura flexible y maleable
que se adapta a las necesidades de la célula; esta en permanente renovacion, es
decir, eliminacion y adicion de moléculas que permiten su adaptacion a las

necesidades fisiologicas de la célula (Megias et al., 2017).

El transporte de monosacaridos, polioles y otros pequefios compuestos de carbono
a través de las membranas de las células eucariotas esta mediado por miembros
de la familia GLUT de proteinas integrales de membrana que estan codificadas por
los genes de los transportadores de soluto 2 (SLC2 por sus siglas en ingles) y son
miembros de la superfamilia de facilitadores principales (Augustin, 2010; Joost et

al., 2002; Thorens et al., 2010; Uldry et al., 2004).
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Superfamilia de receptores SLC

Los transportadores son proteinas especializadas que trasladan sustratos a través
de las membranas celulares. Por lo general, se clasifican como transportadores de
entrada y salida y facilitan la entrada de sustratos al citoplasma (Lin et al., 2015).
Generalmente, la captacion de sustratos se lleva a cabo principalmente por
transportadores de la familia de transportadores de solutos (SLC), que no dependen
directamente de la hidrdlisis de adenosin trifosfato (ATP) (DeGorter et al., 2012;
Riedmaier et al.,2012; Liang et al., 2015).

Los transportadores de SLC estan ampliamente presentes y son abundantes en el
cuerpo. Actian como barrera en érganos protectores como el intestino y la placenta,
y también son ubicuos en los principales 6rganos metabdlicos, como el higado
(Chen et al., 2014), los rifiones (Chen et al., 2009), o incluso estan presentes en
organos endocrinos como el tejido adiposo (Song et al., 2019). Dentro de esta
superfamilia estan incluidos la familia de los transportadores de solutos 2 o0 GLUTs
los cuales se encargan de transportar carbohidratos dentro de la células y hasta el
momento se han descrito 14 GLUT (Fredriksson et al., 2008).

Receptores GLUT

Estos receptores actuan por difusion facilitada y estan distribuidos diferencialmente
en los tejidos corporales (Bell, 1990). Como se muestra en la figura 3 presentan
caracteristicas estructurales comunes: 12 dominios alfa hélice transmembranales,
cuyos grupos amino y  carboxilo terminal estan localizados
intracitoplasmaticamente, un dominio extracelular altamente glucosilado en el tercer

0 quinto bucle o asa dependiendo del GLUT (Thorens et al., 2010).
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Figura 3. Diferencias especificas descritas en las clases de GLUT, como el sitio de unién al sustrato,

los sitios de glicosilacién enlazados a N (Augustin et al., 2010).

Los GLUT se pueden agrupar en tres clases principales de acuerdo con sus
secuencias homélogas y a la posicion del asa de glucosilacion (Augustin et al.,
2010). La clase | comprende del GLUT1 al 4 y GLUT14. La clase Il (transportadores
impares) incluye a los GLUT5, 7, 9 y 11. La clase Il (transportadores pares) esta

conformada por GLUT6, 8, 10y 12 y el transportador de mioinositol impulsado por

protones (HMIT) o GLUT13 (Augustin et al., 2010).
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En la figura 4 se observa un filograma radial sin raices que se extrajo de una
alineacién de secuencia multiple de los miembros de la familia GLUT en humanos
(Wood et al., 2003).

Clase 1

GLUT3 GLUT14
GLUT2

GLUT1

GLUT11-a

GLUTS-1

GLUT7

o) GLUT12

Clase 2
GLUT13

(HMIT) Clase 3

Figura 4. Arbol filogenético que muestra la relacion entre los miembros de la familia de proteinas
GLUT (Augustin et al., 2010).

En la tabla 1 se muestra una lista de los 14 GLUT descritos hasta la fecha con su

diferente ubicacién y patologias relacionados con su mal funcionamiento.
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Tabla 1. Lista de receptores GLUT, su localizacion y enfermedades relacionadas a

su mal funcionamiento.

Transportador

Localizacion

Enfermedades relacionadas

GLUT-1 (Glucosa y galactosa)

Eritrocitos, células endoteliales
del cerebro, rifién, linfocitos.

Sindrome de deficiencia de
GLUT-1

GLUT-2 (Glucosa)

Células pancredticas, higado,
rifién, intestino delgado.

Sindrome de Fanconi-Bickel

GLUT-3 (Glucosa y galactosa)

Placenta, sistema nervioso
central, higado, rifion.

Restriccion del crecimiento
intrauterino fetal, enfermedad
de Huntington, dislexia en
nifos.

cerebro, musculo esquelético y
tejido adiposo.

GLUT-4 (Glucosa) Tejido  muscular  estriado, | Diabetes mellitus 11
tejido  muscular cardiaco,
adipocitos.
GLUT-5 (Fructosa) Intestino  delgado,  rifién, | Trastornos en metabolismo de

la urea, hiperinsulinemia.

placenta, pulmén, leucocitos.

GLUT-6 (Glucosa) Cerebro, bazo, leucocitos | Células tumorales de cancer
periféricos. de mama.

GLUT-7 (Glucosa y fructosa) Intestino delgado, colon. Asociado a melanomas

malignos.

GLUT-8 (Glucosa) Testiculos, cerebelo, glandula | Asociados a esteatosis y
suprarrenal, higado, bazo, | adenocarcinoma testicular.
pulmon.

GLUT-9 (Fructosa) Rifién, intestino  delgado, | Hiperuricemia, nefropatia,

abortos espontaneos.

intestino delgado, proéstata.

GLUT-10 (Glucosa) Corazén, pulmén, cerebro, | Sindrome de  tortuosidad
higado, placenta, rifién, | arterial.
adipocitos, musculo
esquelético.
GLUT-11 (Fructosa y glucosa) | Corazdn, musculo esquelético, | No descritas.
rifibn, placenta, adipocitos.
GLUT-12 (Glucosa) Musculo esquelético, corazén, | Nefropatia diabética,

hiperglucemia e hipertension.

GLUT-13 (Mio-inositol)

Cerebro, hipocampo,
hipotalamo, cerebelo.

Asociado a trastorno bipolar.

GLUT-14 (Glucosa)

Testiculos.

Se ha asociado el polimorfismo
de uno de sus genes con la
enfermedad de Alzheimer, sin
embargo, el efecto de este
polimorfismo en esta patologia
no se ha dilucidado.

GLUTA4

De toda la lista GLUT4 representa uno de los transportadores de glucosa mas
estudiados, lo que se atribuye a su importante papel fisioldgico que es el paso

limitante de la velocidad en captaciéon de glucosa estimulada por insulina del
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musculo esquelético y cardiaco, tejido adiposo marrén y blanco (De Vos et al.,
1995). Por lo tanto, el deterioro de la translocacién de GLUT4 esta relacionada
causalmente con la resistencia a la insulina y en consecuencia a la condicién de

enfermedad no dependiente de insulina diabetes mellitus (Alam et al., 2016).

GLUT4 presenta alta afinidad por la glucosa y se expresa en aquellos tejidos
sensibles a la insulina, como el masculo esquelético, el tejido adiposo o el corazon.
Actualmente se sabe que la insulina estimula la incorporacion del GLUT4 a la
membrana plasmatica a partir de vesiculas intracelulares, incrementando de 10 a

20 veces el transporte de la glucosa (Castrejon et al., 2007).

El GLUT4 se localiza en el citoplasma almacenado en forma de vesiculas. La
traslocacion de las vesiculas de almacenamiento de GLUT4, o vesiculas de
respuesta a insulina, del citoplasma a la membrana plasmatica es regulada por la
accion de insulina. En condiciones fisiologicas, al translocarse la vesicula de GLUT4
del citoplasma a la membrana celular mediante exocitosis, se integra a la
membrana, con la subsecuente captacion de glucosa (Bryant et al., 2002; Chavez
et al., 2012; Foley et al., 2014).

Dos vias principales de transduccion son activadas por accion de la insulina: la via
de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y la via de las cinasas activadas por mitdgenos
(MAP cinasas). Ambas vias regulan la mayoria de las acciones de la insulina
asociadas a la regulacion del metabolismo energético, de la expresion genética y

de efectos mitogénicos (Avruchm, 1998; Gruberger et al., 2002).

En la figura 5, se muestra el mecanismo por el cual la insulina induce la
incorporacion de GLUT4 a la membrana, se produce una vez que la insulina se une
a su receptor membranal en el que se genera un cambio conformacional que
estimula la actividad de tirosinacinasa. Al unirse la insulina con su receptor, se
fosforila la subunidad beta (B) del receptor de insulina (IR, del inglés insulin
receptor), lo que ocasiona a su vez la fosforilacién del sustrato del receptor a insulina
tipo 1 (IRS-1). Posteriormente se sintetiza fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP2) a
partir de fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PIP2) mediante la unién de IRS-1 a la

fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K). Con lo anterior, se activa la proteina dependiente
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de cinasa 1 (PDK1), activando a su vez a la proteina cinasa tipo B (PKB/AKT)
mediante su fosforilacion. Consecuentemente, se activan AS160 y RaB para
posteriormente favorecer el mecanismo de translocacién de las vesiculas de GLUT4

a la membrana plasmética (De Jesus Sandoval-Mufiiz et al., 2016).

Ademéas, la translocacion de GLUT4 también puede desencadenarse por el
ejercicio, probablemente a través de la activacion de la via de la AMPK (proteina

guinasa activada por AMP) independiente de la insulina (Uldry et al., 2004).

Espacio
Extracelular

Receptor de
Insulina (IR)

Espacio n
Intracelular ®

Translocacion
a membrana
plasmatica

Figura 5. Via de la fosfatidilinositol 3-cinasa(PI3K) para la incorporacion de GLUT4 a la membrana

celular (De Jesus Sandoval-Mufiiz et al., 2016)

Via de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K)

La via de la PI3K es el principal mecanismo por el que la insulina ejerce sus

funciones en el metabolismo de la glucosa y de lipidos (Reyes et al., 2008).

En la figura 6 se muestra como el IR activo y autofosforilado, activa a IRS la cual
contiene varios sitios de fosforilacion en residuos de Tyr (Y) que, al ser fosforilados
por el IR, se convierten en sitios de unién y activacion de proteinas que contienen

dominios SH2 como PI3K. La PI3K consta de una subunidad reguladora (p85) y de
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una subunidad catalitica (p110). La interaccion entre p85/IRS-1 da por resultado la
activacion de p110 y a consecuencia de ello, p110 tiene acceso a su sustrato Pl
(4,5) P2, el cual es fosforilado en la posicién 3 del inositol, generando PI (3,4,5) P3,
que sirve como sitio de union para cinasas de serina (Ser) como PDK1 y Akt. El
complejo proteico PDK2 activa a Akt, induciendo una primera fosforilacion en la
Ser4’3 que es seguida por una fosforilacion en la Thr3%, esta Gltima inducida por
PDKZ1. Akt induce varios de los efectos metabdlicos de lainsulina a través de regular
la activacién de diferentes sustratos que propagan la respuesta, como mTor, FOXO,
GSK3y caspasa 9 (Reyes et al., 2008). Uno de los principales reguladores de la via
PI3K es el PI (4,5) P2.

PI(4,5)P2 —> PI(3,4,5)P3 Membrana
— plasmatica

| I LY
pl10 Citoplasma
NN
1 4 @

e, @ 4

Sintesis de
pl10 @ PI3K Sintesis de
Glucégeno T

Figura 6. Funciones de la via de la fosfatidilinositol 3-cinasa (P13K) (Reyes et al., 2008).

Fosfatidilinositol

Los fosfoinositidos son lipidos de membrana que estan constituidos por glicerol, dos
cadenas de acidos grasos y una molécula de inositol fosforilada en una o varias

posiciones. Se denominan también fosfatidilinositoles (Diccionario Médico, 2020).
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Aunque los fosfoinositidos s6lo comprenden el 4-5% del total de los fosfolipidos
membranales, ellos regulan una gran variedad de funciones en la transduccion de
sefiales; entre éstas, se encuentra la regulacion de canales i6nicos (Eyster, 2007)
por ejemplo, Pl (4,5) P2 es el fosfoinositido con mas capacidad de modulacién en

los canales ionicos (Burgos et al., 2010).

Hay siete diferentes especies de fosfoinositidos los cuales se encuentran entre las
moléculas mas versatiles conocidas, todas son moléculas activas que llevan a cabo
una amplia variedad de funciones de regulacion celular como es el caso de la via
de sefializacion de GLUT4, ademas de servir como intermediarios para la sintesis
de otras especies fosforiladas (Downes et al., 2005; Vicinanza et al., 2008; Mayinger
2012; Schink et al., 2016).

Se ha demostrado que la actividad del fosfatidilinositol no solo es importante en la
regulacion del trafico vesicular, sino que también es un importante mediador de
segundos mensajeros y mecanismos celulares (Schink et al., 2016; Osborne et al.,
1988; Martin, 2012). El fosfatidilinositol (4,5) P2 es el mas abundante de los lipidos

del inositol presente en las membranas de las células eucaridticas (Michell, 1979).

Fosfatidilinositol (4,5) P2.

El trafico de membranas es el proceso que utiliza vesiculas unidas a la membrana
como intermediarios de transporte, controla el flujo de proteinas y otros materiales
macromoleculares entre diferentes compartimentos subcelulares (Cheung et al.,
2008; Gonzélez et al., 1999). Los fosfoinositidos son fosfolipidos que desempefian
un papel central en la modulacion del trafico de membranas, controlando la dinamica

y el transporte vesicular (Balla, 2013).

La estructura central de PI (4,5) P2 se origina del fosfatidilinositol. En esencia,

consta de un grupo principal de mioinositol.

Pl (4,5) P2 es producida por fosfatidilinositol-fosfocinasas tipo | y tipo Il (PIPK)

(Doughman et al., 2003). PI (4,5) P2 puede actuar directamente como mensajero o
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puede utilizarse como precursor para generar otros mensajeros: trifosfato de inositol
(IP3), diacilglicerol (DAG) o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (P13,4,5P3). Pl (4,5) P2
interactla con cientos de proteinas efectoras diferentes. La enorme diversidad de
proteinas efectoras Pl (4,5) P2 y el control espacio-temporal de la generacion de Pl
(4,5) P2 permite que este fosfoinositido regule un amplio espectro de funciones
celulares (Sun et al., 2013). Los liposomas catiénicos pueden transportar Pl (4,5)
P2 ya que puede unirse electrostaticamente por su carga negativa al lipido catiénico
sintético espermidil-colesterol con el que se encuentran formulados dichos

liposomas (Corona-Ortega et al., 2009)

Liposomas

Desde su descubrimiento, los liposomas han sido ampliamente utilizados como
modelos de membrana (Holzner, 1994). Con posterioridad, ha aumentado el interés
en su utilizacion como sistemas de transporte, tanto en industria farmacéutica como

cosmética (Torello et al., 2002).

Los liposomas son nanotransportadores constituidos por bicapas concéntricas de
lipidos anfipaticos separadas por un compartimiento acuoso. Los liposomas se
forman cuando los lipidos anfipaticos se dispersan en agua y las partes hidrofébicas
de estas moléculas se acomodan en bicapas para liberarse del agua, dejando
compartimientos acuosos en el interior y exterior. En la parte acuosa se pueden
transportar diversas moléculas hidrofilicas de diferente naturaleza como acidos
nucleicos, farmacos inorganicos, citocinas, antigenos o anticuerpos (Rangel-Corona
et al., 2014).

Su tamafo suele oscilar entre 20 nm y varias decenas de um? (Lasic, 1993). Los
fosfolipidos son los lipidos mas comunmente utilizados en la elaboracion de
liposomas. La variabilidad de éstos estriba en el grupo que se une al fosfato. Asi,
se pueden unir aminoalcoholes (fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina),
aminoacidos  (fosfatidilserina), alcoholes (fosfatidilglicerol) y azlcares
(fosfatidilinositol) (Torello et al., 2002).
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Los liposomas catiénicos son un tipo de liposomas que se fabrican con lipidos
sintéticos pues no existen de forma natural, al estar cargados positivamente,

interaccionan espontdneamente con las membranas celulares (Weissig, 2010).

Los liposomas cationicos son analogos a los utilizados para la transfeccion de ADN,
porque contienen una molécula de espermidina cargada positivamente cuya funcion
es unir los segmentos de ADN cargados negativamente. Se ha encontrado que
estos liposomas cationicos no tienen un efecto téxico en células de carcinoma de
cérvix INBL, esto podria deberse al hecho de que la espermidina y el colesterol
utilizados son componentes celulares naturales no téxicos (Corona-Ortega et al.,
2009).

Estos transportadores se han empleado para combinar agentes terapéuticos de
diferentes categorias en la lucha contra el cancer como la quimioterapia,

inmunoterapia, etc (Slingerland et al., 2012).

Transportadores GLUT y cancer.

La glucdlisis es la via catabdlica por la cual la glucosa sufre la primera
transformacion para obtener energia. En células normales, después de la glucdlisis,
la glucosa se metaboliza aun mas a través del ciclo del acido tricarboxilico y la

fosforilacidon oxidativa en las mitocondrias (Calvo et al., 2010).

Sin embargo, las células tumorales muestran un aumento del consumo de glucosa
gue se metaboliza principalmente mediante la via fermentativa con la consecuente
produccion de acido lactico. Probablemente, el uso del catabolismo fermentativo por
las células tumorales se debe a un mal funcionamiento mitocondrial (Warburg, 1956;
Kim et al., 2006). Como resultado, el catabolismo oxidativo, que es mas eficiente en
la produccion de energia, es alterado en las células tumorales. La via de
fermentacion llevada por las células cancerosas implica el consumo de mas azulcar

para cumplir con sus requerimientos energéticos (Calvo et al., 2010).
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Se han propuesto diferentes hipotesis para explicar este consumo de glucosa
exacerbado, incluido el aumento de la expresion de hexoquinasa (Paul et al., 1985),
la disminucion de la desfosforilacién de glucosa mediada por glucosa-6-fosfatasa
(Graham et al.,, 1989) y / o la sobreexpresiéon de transportadores de azucar
(Isselbacher, 1972). De acuerdo con esta Ultima explicacion, se ha observado

sobreexpresion de GLUTs en muchos canceres humanos (Calvo et al., 2010).
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Planteamiento del problema

La via de sefalizacion de la insulina para la incorporacién de GLUT4 en la
membrana es muy importante por su alta afinidad a la glucosa, sin embargo, en
algunas ocasiones la via falla, tal es el caso de la Diabetes Mellitus 2 donde se ha
descrito que en tejidos blanco de la insulina se encuentra disminuida la expresion y
los niveles de fosforilacion del IRS-1, de la PI3K cinasa y de la proteina cinasa B,
los cuales constituyen elementos de sefializacion temprana de la insulina, donde el
fosfatidilinositol encontrado en la membrana plasmatica de las células eucariotas
desempenia diversas funciones reguladoras por medio de la activacién de diferentes

mecanismos Yy vias de sefalizacion, como la via de sefalizacion de la insulina.

En el presente trabajo se busca determinar la expresion del receptor GLUT4 y
evaluar si la linea celular de cancer de prostata PC-3 puede ser utilizada como
control positivo para evaluar la expresion de GLUT4 ya que se sabe que esta linea
celular tiene una elevada expresion de ARNm de GLUT4. Una vez establecido el
control positivo se pretende determinar la capacidad que tienen los liposomas
cationicos y los liposomas catidnicos que contienen Pl (4,5) P2 para regular la
expresion del transportador de glucosa en la linea celular de cancer de prostata PC-
3 y la linea celular del carcinoma de cérvix INBL. Esta propuesta se basa en
resultados previos obtenidos por el Laboratorio de Oncologia Celular de la Unidad
Multidisciplinaria de Investigacion Experimental Zaragoza (UMIEZ), donde se
trabajaron con lineas celulares tumorales y se aumento la expresion de receptores
activados por la via de sefializacién de PI3K, como el receptor CD16 y el receptor
opioide & (DOR).
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Hipotesis

El fosfatidilinositol es un lipido presente en la membrana plasmética que tiene
importante actividad reguladora en el trafico vesicular, GLUT4 se encuentra
principalmente en el interior de la célula en vesiculas que son integradas a la

membrana cuando se activa la via de sefializacion de la insulina.

En resultados obtenidos de experimentos previos realizados en el Laboratorio de
Oncologia Celular de la FES Zaragoza se reportd la capacidad de los liposomas
catidnicos para inducir la proliferacion celular y la induccion de la expresion del
receptor CD16 en la linea celular de cancer de cuello uterino INBL y en leucocitos,
por lo que se espera que al estimular las células PC-3 e INBL con liposomas
cationicos que contienen Pl (4,5) P2 se favorecera el movimiento de vesiculas que
contienen GLUT4 al exterior de la membrana celular, por lo que la expresion de
estos receptores sera mayor comparada con la expresion basal que presentan estas

células.
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Objetivo general

-Determinar la expresion de GLUT4 en la membrana de células tumorales inducido
por liposomas catidnicos y liposomas cationicos con PI (4,5) P2, con dos diferentes

sintesis de espermidil-colesterol descritos como, lipido Ay lipido B.

Objetivos particulares

-Cultivar células de las lineas celulares PC-3 e INBL en presencia de liposomas
cationicos y liposomas cationicos con Pl (4,5) P2, con dos diferentes sintesis de

espermidil-colesterol descritos como, lipido Ay lipido B.

-Determinar la expresion de GLUT4 en membrana de células mediante citometria

de flujo.
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Método

-Material biolégico

Se utilizé la linea celular PC-3 proveniente de Homo sapiens, son células derivadas
de un adenocarcinoma de préstata, en la cual se ha confirmado la presencia de
receptores GLUT1 y GLUT4 y la linea celular INBL que son células derivadas de

carcinoma de cérvix en la cual no se ha reportado la presencia del receptor GLUT4.
-Cultivo celular

Las lineas celulares PC-3 e INBL se cultivaron en cajas de cultivo de 75 cm? en el
caso de PC-3 con medio de cultivo DMEM-F12 (ATCC) y para INBL RPMI
(MICROLAB), ambos medios adicionados con 10% de suero fetal bovino (SFB)
(GIBCO), mantenidos en incubadora a 36.5 °C de temperatura y una inyeccion de
5% de CO2 Se mantuvieron durante 3-4 dias para su proliferacion y posterior

estimulacion con liposomas.
-Fabricacion de liposomas

-Se fabricaron dos lotes de liposomas con métodos diferentes para la sintesis del
lipido que confiere la carga catidnica a estos, obteniendo asi liposomas cationicos
y liposomas cationicos con Pl (4,5) P2 con sintesis de espermidilcolesterol A (lipido
A) y liposomas catidnicos y liposomas cationicos con Pl (4,5) P2 con sintesis de

espermidilcolesterol B (lipido B).
-Cultivo en presencia de liposomas.

Las células se trasladaron a cajas petri con medio de cultivo, se afiadieron 333
pL/mL de liposomas catiénicos o liposomas con PI (4,5) P2 por media hora, al
finalizar el tiempo se retird el medio y se dio un lavado con PBS, posteriormente se

despegaron las células con verseno y se trasladaron a tubos eppendorf de 2 mL.

-Evaluacion del receptor GLUT4 por citometria de flujo
Una vez concluido el tiempo de cultivo en presencia de los liposomas las lineas

celulares se incubaron con el anticuerpo primario Glut4 (IF8) (1:200 pL) (SANTA
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CRUZ BIOTECHNOLOGY) por 2 horas en hielo y agitacion, después se lavaron
con PBS, se agreg0 el anticuerpo secundario FIT-C (1:500 pL) (SIGMA) y se incubo
por 45 minutos a 36.5 °C de temperatura, después se dio otro lavado con PBS y se
colocaron las células en 500 pL de PBS en una celda para citometria donde se
adquirieron 10,000 eventos en un citometro de flujo (BDFACSAria Il) analizados con

el software Flowing Software 2.5.1.
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Resultados

Evaluacion de GLUT4 en células tumorales por citometria de flujo.

Para observar el efecto que tienen los liposomas que contienen PI (4,5) P2 sobre la
traslocacion del receptor GLUT4 en las lineas celulares de carcinoma de préstata
PC-3 y carcinoma de cérvix INBL se hicieron cultivos en presencia de liposomas
cationicos y liposomas cationicos con Pl (4,5) P2 con lipidos de diferentes sintesis
por media hora, ya que se sabe el fosfatidilinositol juega un gran papel en la via de

sefalizacion de GLUTA4.

La determinacion de GLUT4 se realiz6 mediante citometria de flujo adquiriendo

10,000 eventos en cada experimento y cada uno se repitio tres veces.

29



Determinacion de la expresion de GLUT4 en membrana de células tumorales

de la linea celular PC-3 con liposomas de sintesis A.

En la figura 7 se observa la expresién de GLUT4 en las células de la linea celular
PC-3 cultivadas en presencia de liposomas con lipido de sintesis A mostrando un
desplazamiento del 7.86% con liposomas cationicos y 10.96% con liposomas

cationicos con Pl (4,5) P2 con respecto del basal.
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Figura 7. Expresién de GLUT4 en células de la linea PC-3 cultivadas en presencia de liposomas de
lipido sintesis A; A) Células solas; B) Células basales; C) Células con liposomas catidnicos (CATA);
D) Células con liposomas cationicos con PI (4,5) P2 (LIPIA) E) Histograma comparativo de células

solas, basales y estimuladas con CATAy LIPIA.
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Determinacion de la expresion GLUT4 en membrana de células tumorales de

la linea celular INBL con liposomas de sintesis A.

En la figura 8 a diferencia de las células PC-3, las células de la linea celular INBL
cultivadas en presencia de liposomas con lipido sintesis A muestra un
desplazamiento del 4.51% con liposomas cationicos y 5.11% con liposomas
cationicos con Pl (4,5) P2 mostrando una tendencia menor a la expresion del

receptor comparado con la linea celular PC-3.
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Figura 8. Expresién de GLUT4 en células de la linea INBL cultivadas en presencia de liposomas de
lipido sintesis A; A) Células solas; B) Células basales; C) Células con liposomas catiénicos (CATA);
D) Células con liposomas catiénicos con PI (4,5) P2 (LIPIA) E) Histograma comparativo de células

solas, basales y estimuladas con CATAy LIPIA.

31



Determinacion de la expresion GLUT4 en membrana de células tumorales de

la linea celular PC-3 con liposomas de sintesis B.

En la figura 9 se observa una tendencia a una mayor expresion del receptor GLUT4
en comparacion a los liposomas de lipido sintesis A, en las células de la linea celular
PC-3 cultivadas en presencia de liposomas con lipido sintesis B mostrando un
desplazamiento del 12.77% con liposomas cationicos y 18.29% con liposomas

catiénicos con Pl (4,5) P2.
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Figura 9. Expresién de GLUT4 en células de la linea PC-3 cultivadas en presencia de liposomas de
lipido sintesis B; A) Células solas; B) Células basales; C) Células con liposomas cationicos (CATB);

D) Células con liposomas catiénicos con Pl (4,5) P2 (LIPIB) E) Histograma comparativo de células

solas, basales y estimuladas con CATB y LIPIB.
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Determinacion de la expresion GLUT4 en membrana de células tumorales de

lalinea celular INBL con liposomas de sintesis B.

En la figura 10 al igual que la linea celular PC-3 se muestra un aumento en la
expresion del receptor GLUT 4 en las células de la linea celular INBL cultivadas en
presencia de liposomas con lipido sintesis B mostrando un desplazamiento del
10.37% con liposomas catiénicos y 10.94% con liposomas cationicos con PI (4,5)

P2.
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Figura 10. Expresién de GLUT4 en células de la linea INBL cultivadas en presencia de liposomas
de lipido sintesis B; A) Células solas; B) Células basales; C) Células con liposomas catiénicos
(CATB); D) Células con liposomas cationicos con Pl (4,5) P2 (LIPIB) E) Histograma comparativo de

células solas, basales y estimuladas con CATB y LIPIB.
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La gréfica 1 y 2 muestra el porcentaje de células en las que se regula la expresion
de GLUT4 en las lineas celulares PC-3 e INBL cultivadas con los diferentes
estimulos de liposomas, donde, en la linea celular PC-3 se muestra una tendencia
al aumento de la expresion del receptor al ser estimuladas con el liposoma de lipido
B en comparacion al estimulo de liposomas de lipido A, la linea celular INBL muestra
una menor expresion del receptor en comparacion a PC-3, y no muestra una
diferencia significativa al ser estimuladas con liposomas catidnicos lipido B y
liposomas cationicos con Pl (4,5) P2 de lipido B.
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Comparacion de la expresion del receptor GLUT4
en las diferentes condiciones de cultivo

- Células basales
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Porcentaje de la poblacion con presencia de GLUT4

Grafica 1. Comparacion de la expresion del receptor GLUT4 de acuerdo con las diferentes
condiciones de cultivos, basal, liposomas catiénicos lipido A (CATA) liposomas catiénicos con Pl
(4,5) P2 lipido A (LIPIA), liposomas catiénicos lipido B (CATB) liposomas catiénicos con Pl (4,5) P2
lipido B (LIPIB) en la linea celular PC-3, los experimentos se realizaron por triplicado.
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Comparacion de la expresion del receptor GLUT4
en las diferentes condiciones de cultivo
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Grafica 2. Comparaciéon de la expresion del receptor GLUT4 de acuerdo con las diferentes
condiciones de cultivos, basal, liposomas catidnicos lipido A (CATA) liposomas catiénicos con Pl

(4,5) P2 lipido A (LIPIA), liposomas catiénicos lipido B (CATB) liposomas catiénicos con Pl (4,5) P2
lipido B (LIPIB) en la linea celular PC-3, los experimentos se realizaron por triplicado.
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Analisis de resultados

La diabetes mellitus tipo 2, es la forma mas comun de diabetes y se caracteriza por
la resistencia a la insulina en los tejidos hepaticos y periféricos. EIl GLUT4 juega un
papel importante en la fisiopatologia de la DM2. Su expresion defectuosa o
translocacion a la membrana plasmatica de células periféricas en pacientes con
DM2 dificulta la entrada de glucosa en la célula para la produccion de energia (Alam
et al.,, 2016). Por lo que se buscan tratamientos o farmacos que ayuden a la

regulacién del receptor GLUTA4.

También los diversos estudios han demostrado lo importante que es mantener la
expresion de GLUT4 dentro de su rango fisiolégico. La expresion suprafisiologica

de GLUT4 provoca hipoglucemia, hipoinsulinemia y lactacidemia (Klip et al., 2019).

Uno de los marcadores del desarrollo de las células tumorales es el aumento de la
dependencia de la glucosa como combustible de la glucdlisis aerébica para el
aumento de la produccion de metabolitos celulares necesarios para la generacion
de nueva biomasa y para facilitar la sefializaciéon de nutrientes por lo que se ha
reportado presencia de un nivel significativamente mayor de ARNm de GLUT4 en
la linea tumoral PC-3 con respecto a células epiteliales normales (Barron et al.,
2012).

Con las anteriores bases, en el presente trabajo se utilizaron células tumorales de
la linea celular de carcinoma de prostata PC-3 y la linea celular de carcinoma de
cérvix INBL, demostrando mediante citometria de flujo que basalmente PC-3 tiene
el receptor en su membrana y puede ser utilizado como un control positivo de la

expresion del receptor GLUTA4.

Entre los problemas relacionados con la traslocacion de GLUT4 destacan los
involucrados en la via PI3K una de las alteraciones mas comunes es la disminucion
en el niumero de receptores y de su actividad de cinasa; un aumento en el estado
de fosforilacién en residuos de Ser/Thr de proteinas clave como el receptor y su
sustrato; la disminucion de la actividad de las cinasas PI3K y Akt, y defectos en la

expresion y funcion del transportador GLUT4 (Sesti, 2006).
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Se sabe que PI (4,5) P2 desempefia muchas funciones importantes en todas las
células eucariotas, estos incluyen la modulacion de las propiedades fisicas de las
membranas, la activacion o inhibicion de proteinas asociadas a la membrana, el
reclutamiento de proteinas de la membrana periférica que actian como efectoras y

el control del trafico de la membrana (Wensel, 2020).

En el Laboratorio de Oncologia Celular de la FES Zaragoza se han desarrollado
liposomas cationicos, que gracias a su carga positiva son capaces de interactuar
con las membranas celulares. También se ha descrito que pueden llevar en la
superficie externa moléculas como IL-2 o PI (4,5) P2 las cuales pueden unirse

electrostaticamente por su carga negativa (Corona-Ortega et al., 2009).

En anteriores investigaciones usando estos liposomas se ha observado un aumento
en la proliferacion y en la expresion de membrana de CD16, en leucocitos de sangre
periférica y en las células INBL (Corona-Ortega et al., 2019), también se ha
detectado el aumento del receptor opioide & (DOR) en membranas plasmaticas de
linfocitos (Garcia, 2017).

En la presente investigacion se estimularon con liposomas cationicos y liposomas
cationicos con PI (4,5) P2 las células tumorales PC-3 e INBL de dos sintesis distintas
de espermidil-colesterol (Lipido A y Lipido B), ambas hechas en el Laboratorio de

Oncologia Celular de la FES Zaragoza.

Los resultados obtenidos para la expresion de GLUT4 inducidos por liposomas
cationicos con lipido A en ambas lineas celulares se observa una ligera tendencia
al aumento de la expresion del transportador de glucosa GLUT4 con respecto a su
expresion basal, sin embargo, con liposomas cationicos de lipido B el aumento en
la concentracion de GLUT4 es mayor, esto podria deberse a que se modifico el
proceso de sintesis del lipido B con el objetivo de obtener mayor rendimiento y un
alto grado de pureza en la produccion de espermidil-colesterol, que podria influir en
el movimiento del receptor GLUT4. Es importante mencionar que los liposomas
catiénicos en ambas formulaciones son capaces de aumentar la expresién de

GLUT4, esto puede deberse a que la carga positiva del liposoma y su fusion con la
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membrana celular puede propiciar la movilizacién de receptores incluyendo este

transportador de glucosa.

En cuanto a las diferencias entre liposomas catiénicos y liposomas catiénicos con
Pl (4,5) P2, es evidente que los liposomas catidénicos con Pl (4,5) P2 muestran un
aumento destacable en la expresion de GLUT4, esto puede deberse al efecto del Pl
(4,5) P2 sobre la via de sefalizacion de GLUTA4.

Ahora bien, aunque ambas lineas celulares mostraron tener expresion de GLUT4
ya sea basalmente o inducido por los liposomas, PC-3 demostré tener una mayor
tendencia en el aumento de la expresion de GLUT4 observandose asi una
fluorescencia por arriba que INBL, esto debido a que PC-3 segun Barron en el 2012
demostro tener niveles de ARNm de GLUT4 mayores a células epiteliales normales,
por el contrario, en células de carcinoma de cérvix se ha reportado la
sobreexpresion de GLUT1 (Mendez et al., 2002).

Los resultados obtenidos al estimular con liposomas catiénicos con Pl (4,5) P2 se
pueden deber a PI (4,5) P2 y su importancia en la movilizacion y reclutamiento de
receptores. Por otra parte, al analizar la expresion basal de GLUT4 en las células
tumorales de la linea celular PC-3 es evidente que esta linea celular puede ser
utilizada como un control positivo para futuras investigaciones y funja como un
parametro de comparacion con células normales o células con una baja expresion

del receptor.

Para finalizar, este trabajo puede ser usado para futuras investigaciones en las que
se pretenda analizar el patron de expresion de GLUT4 en modelos In vitro en células

normales y en células resistentes a insulina y en modelos In vivo.
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Conclusiones

Al evaluar la expresion de GLUT4 en la membrana de células tumorales inducida
por liposomas cationicos y liposomas cationicos que contienen Pl (4,5) P2, es
evidente que se promueve la movilizacién de receptores a la membrana celular
generada principalmente por liposomas formulados con la sintesis de espermidil-
colesterol tipo B. La mayor expresion del GLUT4 en ambas lineas celulares se
obtuvo cuando las células PC-3 e INBL fueron estimuladas con liposomas cationicos

gue contienen PI (4,5) P2.
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Perspectivas

En futuras investigaciones se pretende analizar la expresion de GLUT4 en células
normales, células resistentes a la insulina y modelos in vivo y determinar si los

liposomas son capaces de regular el aumento en la expresion del receptor.
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