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1. INTRODUCCION

1.1 Linfomas

1.1.1 Clasificacidn y caracteristicas generales

Los linfomas son un grupo de neoplasias hematoldgicas, que se desarrollan por la expansién
clonal de alguna linea linfoide (linfocitos B, T o NK). Se dividen en dos tipos principales, linfoma
de Hodgkin (LH) y linfoma no-Hodgkin (LNH), de acuerdo a si hay presencia o no de un tipo
particular de células denominadas de Hodgkin y Reed-Sternberg. Estas células son generalmente
derivadas de linfocitos B, presentan un tamafio anormalmente grande y suelen ser
multinucleadas.

Los LNH se presentan con mayor frecuencia que los LH y presentan una mayor heterogeneidad,
existiendo mds de 30 subtipos diferentes. Los LNH se clasifican segun el linaje celular en linfomas
de células B (LCBs, representan alrededor del 85% de los LNH) o linfomas de células Ty NK (LCTs,
representan aproximadamente el 15% de los casos de LNH)™. En este trabajo, nos centraremos
en este ultimo.

|

éPresentan células
de Reed-Sternberg?

N
v ,

[de HodgkinJ [no Hodgkin]

Segun linaje celular

de origen
Linfomas de Linfomas de
Células T y NK (LCT) Células B (LCB)

Figura 1: Clasificacion de los linfomas

1.1.2 Linfoma no-Hodgkin

Estadisticas:

Seguln las estimaciones realizadas por el Observatorio Global del Cancer (GLOBOCAN) de la
Agencia Internacional de Investigacion sobre Cancer (IARC-OMS) en el afio 2022, el LNH es el
onceavo tipo de cancer con mayor incidencia alrededor del mundo, y también el onceavo con
mayor mortalidad®. En la Figura 2, puede observarse que el patron de distribucién entre
continentes de las incidencias de LNH es similar a la distribucién geografica de la totalidad de las
incidencias de cancer.
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A | Incidencia de cancer por regidn

Continente  Casos

Asia @ 9826539

Europa @ 4471422

América del Norte @ 2673 174
Latinoamérica y Caribe 1551 060
Afica @ 1173771

Oceania @ 269 088

Incidencia, ambos sexos

Porcentaje
49.2%
22.4%
13.4%

7.8%
5.9%
1.3%

B| Incidencia de LNH por region

Continente  Casos  Porcentaje

Asia @ 235442 42.6%

Eurcpa @ 129 338 23.4%

América del Norte @ 87 466 15.8%
Africa @ 50 126 9.1%

Latinoamérica y Caribe 43128 7.8%
Oceania @ 7518 1.4%

Incidencia, ambos sexos

Figuras 2A y 2B: Distribucion de incidencia en los diferentes continentes de todos los canceres (A) y de LNH (B)
Fuente: GLOBOCAN 2022, con modificaciones

La misma fuente indica que en Argentina el LNH se ubica como el décimo tipo de cancer con
mayor cantidad de nuevos casos, representando el 2,9% del total de nuevos casos de cancer en
nuestro pais. Al considerar los sexos por separado, en varones los casos de LNH representan el
3,1% de los casos incidentes mientras que en mujeres representan el 2,7% de los casos. Las
muertes debido a LNH representan el 2,3% del total de las muertes por cancer en Argentina,
observandose también una diferencia entre varones y mujeres (2,5% y 2,0% respectivamente).
De este modo, el LNH se encuentra en el decimotercer puesto entre los tipos de cancer con
mayor cantidad de muertes en Argentina.
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A Distribucidn relativa de casos incidentes B Distribucién relativa de la mortalidad
de cancer en Argentina por cancer en Argentina

16,21%

2,28% LNH
2,29%
2,30%
3,00%

3,06%

3,64%
4,81% 6,21%

B Linfoma no-Hodgkin B Mama B Pulmén, traquea y bronquios
B Colon-recto M Pristata B Pancreas
M Estomago M Rifon M Cuello de utero
Tiroides M Higado B Leucemia
W Esofago W Vejiga W Otros

Figura 3: Tipos de cancer con mayor incidencia (A) y mortalidad (B) en nuestro pais. Fuente: elaboracion propia a
partir de datos disponibles en GLOBOCAN 2022

Factores de riesgo:

Se han encontrado numerosos factores que aumentan el riesgo de LNH: factores genéticos
(antecedentes familiares de neoplasias hematoldgicas), ambientales y del estilo de vida
(consumo de alcohol, tabaquismo, indice de masa corporal elevado), enfermedades previas
(enfermedades autoinmunes, eczema), infecciones con determinados virus o bacterias (virus de
la hepatitis C, virus de Epstein-Barr, virus de la inmunodeficiencia humana, virus linfotrépico de
células T humanas tipo 1, infeccidn con Helicobacter pylori), entre otros 3°

1.1.3 Linfomas de células T

Los linfomas de células T (LCTs) son un grupo heterogéneo tanto a nivel molecular como clinico
de trastornos linfoproliferativos, que pueden clasificarse en dos grandes grupos segun su origen:
linfomas linfoblasticos de células T, que surgen a partir de células T inmaduras o precursoras y
representan una minoria de los casos; y linfomas de células T periféricos (PTCL, del inglés
Peripheral T-cell lymphoma), que surgen a partir de células T maduras y representan la mayoria
de los LCTs’. Los PTCLs son relativamente mas frecuentes en Asia, América Central y Sudamérica
qgue en otras regiones, y se suelen subdividir de acuerdo a su forma de presentacion en cuatro
categorias®:
e Ganglionares. Se originan en los ganglios linfaticos, es el tipo mas frecuente. Las variedades
mas comunes dentro del tipo ganglionar son el linfoma anaplasico de células grandes (ALCL),
el LCT angioinmunoblastico, y el PTCL no especificado de otro modo (PTCL-NOS).
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e Cutdneos. Se originan en la piel, en principio sin manifestaciones extracutaneas aunque
estas pueden aparecer en estadios avanzados de la enfermedad. Los subtipos mas comunes
de LCT cutdneo (CTCL) son la Micosis Fungoide (MF) y el Sindrome de Sézary (SS).

e Extraganglionares. Se originan en sitios distintos a los ganglios, excluyendo a los LCT
cutaneos. Un ejemplo dentro de este grupo son los linfomas de células T intestinales.

® Leucémicos o diseminados. Se originan en sangre o médula dsea, pueden progresar a otros
tejidos. Un ejemplo es la leucemia/linfoma de células T del adulto (ATL).

A Linfomas de
Células T y NK (LCT)
Segun el nivel de
desarrollo del
linaje de origen
Células T Células T
inmaduras maduras
_Linfomas Linfomas
Ilnfob'lastlcos Periféricos
de células T de Células T
(PTCL)
Segun su sitio
de presentacién
[Extraganglionaresj (Ganglionares] [Leucémicos] [Cuténeos]
B Linfomas periféricos de células T
Ganglionares Extraganglionares Cutdneos Leucémicos
PTCL no especificado de  Linforna hepatoesplénico L . . ) -
otro modo (PTCL-NOS) de células T Micosis fungoide (MS) Leucemia prolinfocitica T
LCT angioinmunoblastico Linfoma extranodal nasal Sindrome de Sézary (SS) Leucemia de linfocitos T
(AITL) de celulas NK/T L grandes granulares (LGL)
Linfoma anapldsico de Linfoma anaplasico de . . Leucemia/linfoma de
células grandes (ALCL) células randpes (ALCL) Linfomna anaplasico de = cgjylas T del adulto HTVL1
L g 9 células grandes (ALCL)
sistémico. Subtipos ALK+ asociado a implantes

cutaneo
y ALK- mamarios

LCT intestinal asociado a Sindrome linfoproliferativo
enteropatia (AETL) CD30+ cutaneo primario

LCT intestinal
epiteliotropico
monomorfico (MEITL)

Figura 4: A) Criterios de clasificacion de los LCTs. B) Principales subtipos de PTCLs; se encuentran subrayados los
correspondientes a lineas celulares utilizadas durante este trabajo.

Debido a esta gran variedad, a la falta de tratamientos especificos y al curso clinico agresivo de
la enfermedad, la gran mayoria de los pacientes con PTCL tienen un prondstico desfavorable,
salvo en algunos subtipos puntuales que cuentan con terapias efectivas. Para la mayoria de los
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subtipos de PTCL se utilizan tratamientos derivados de los que se emplean para los linfomas de
células B, a pesar de que ambas patologias son significativamente diferentes. Este hecho se
postula como una causa importante de que los LCTs tengan un prondstico peor que sus
homodlogos de células B®. Esto, sumado al hecho de que el diagndstico suele ser tardio,
contribuye a que el prondstico de esta patologia sea poco alentador'®. Por estas razones, el
estudio de los PTCLs reviste especial importancia, aunque su incidencia sea baja en comparacion
con otras patologias oncoldgicas. El subtipo ALK+ de ALCL es una excepcidn notable, ya que se
han desarrollado terapias efectivas para este y estd asociado con un buen prondstico®?.

En las Figuras 4A y 4B se resumen los criterios de clasificacidn de los LCTs y se mencionan los
subtipos mas notables dentro del grupo de los PTCLs. Ya que en este trabajo se utilizaron
lineas celulares correspondientes a los subtipos ALCL ALK+ (Karpas299) y SS (HuT78), los
mismos se describirdn en mas detalle en las siguientes secciones.

Linfoma ganglionar ALCL:

El linfoma anaplasico de células grandes (ALCL) es un tipo de PTCL relativamente frecuente,
representando aproximadamente el 15% de los LCTs. Las células tumorales de ALCL se
caracterizan por ser de gran tamafio, presentar anomalias como nucleos de forma aberrante y
mitosis atipicas, y poseer la proteina CD30 en superficie celular.

Existen varios subtipos de ALCL, siendo los mas frecuentes el ALK positivo (ALK+) y el ALK
negativo (ALK-). Se caracterizan, respectivamente, por la presencia o ausencia de una forma
anormal de la quinasa del linfoma anaplasico (ALK), una proteina que normalmente participa en
procesos de desarrollo y diferenciacién celular, particularmente del sistema nervioso. En los
ALCL ALK+, se produce una translocacién cromosomal que provoca la fusion del gen ALK con
genes que codifican para otras proteinas, dando como resultado una oncoproteina de fusién
constitutivamente activada.

El subtipo ALK+ es mas frecuente que el ALK-. Suele afectar a nifios y jévenes adultos, su
incidencia es 3 veces mayor en hombres que en mujeres. Suele responder bien al tratamiento
con quimioterapia CHOP (denominada asi por las iniciales de los cuatro farmacos utilizados:
Ciclofosfamida, Hidroxidaunorrubicina/doxorrubicina, Oncovin/vincristina y Prednisona), y es
potencialmente curable, presentando ademds una menor tasa de recurrencia que el ALK-.

Linfomas cutdneos de células T:

Los linfomas cutdneos de células T (CTCL) son aquellos linfomas que se inician en la piel,
inicialmente sin manifestaciones extracutdneas, aunque las mismas pueden desarrollarse en
fases mas avanzadas de la enfermedad. El grupo de los CTCL es muy heterogéneo histoldgica y
molecularmente, incluyendo subtipos con cursos clinicos desde indolentes hasta muy agresivos.
Todavia no se conocen con certeza los factores que desencadenan la enfermedad ni los
mecanismos patogénicos que influyen en su desarrollo y curso; lo que conlleva a una falta de
opciones de tratamiento efectivas. En la actualidad se suelen utilizar esteroides tépicos y
fototerapia como tratamientos orientados a la piel, quimioterapia y anticuerpos monoclonales
como tratamientos sistémicos. Hasta ahora, la Unica terapia curativa es el trasplante alogénico
de células madre hematopoyéticas provenientes de un donante sano, y se encuentran en
desarrollo investigaciones enfocadas al desarrollo de nuevas terapias'2.

Los subtipos mas comunes de CTCL son la Micosis Fungoide (MF) y el Sindrome de Sézary (SS). La
MF es tipicamente una enfermedad indolente que se presenta generalmente con parches y
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placas limitados a la piel, aunque en aproximadamente un tercio de los casos ocurre una
progresion al desarrollo de tumores de piel, eritrodermia, o afectacién ganglionar o visceral. Si
bien el SS se consideraba inicialmente como una progresién de la MF, actualmente se lo
reconoce como una entidad separada. El SS es menos frecuente y se caracteriza por la
presentacion simultanea de eritrodermia, linfadenopatia generalizada y la presencia de células
T neoplasicas (células de Sézary) en la piel, los ganglios linfaticos y la sangre periférica. Tiende a
progresar mas rapidamente y tiene peor prondstico que la MF®,

1.2 Hormonas Tiroideas

Las hormonas tiroideas (HTs) son la tiroxina (T4) y la triyodotironina (T3). Ambas son hormonas
derivadas del aminoacido tirosina, producidas y secretadas por la glandula tiroides, que cumplen
importantes roles en la regulacidon del metabolismo. En la Figura 5 se pueden observar las
estructuras quimicas de ambas hormonas.

| !
I
T4 HO 0 CH;—CH—COOH
I I
!
|
T3 Ho@o CH;—CH—COOH
I I

Figura 5: Estructuras quimicas de las hormonas T4y T3.

Entre las hormonas T4 y T3, se considera a esta Ultima como la hormona “biolégicamente
activa”, debido a que es la forma con mayor afinidad a los receptores nucleares de HTs. La Unica
diferencia entre T4 y T3 a nivel quimico es la cantidad de atomos de yodo que se encuentran
incorporados en la molécula; en tejidos periféricos del organismo la T4 puede transformarse en
T3 a través de un proceso de 5’-desyodacidon del anillo externo mediado por enzimas
denominadas desyodasas o deiodinasas.

1.2.1 Eje hipotaldmico-hipofisario-tiroideo

El Eje hipotaldmico-hipofisario-tiroideo (eje HPT) es un sistema de regulacion hormonal
compuesto por el hipotalamo, la hipodfisis o glandula pituitaria, y la tiroides; es responsable del
control del metabolismo y se encuentra esquematizado en la Figura 6. En resumen, la hormona
liberadora de tirotropina (TRH, del inglés Thyrotropin-Releasing Hormone) es producida en el
hipotdlamo, y viaja a través del sistema vascular porta-hipofisario hacia la hipdfisis anterior. Alli,
estimula la sintesis y liberacién de la hormona estimulante de la tiroides (TSH, del inglés Thyroid-
Stimulating Hormone), que es liberada al torrente sanguineo. Cuando alcanza la glandula
tiroides, la TSH actua promoviendo la sintesis y liberacion de T3 y T4. Estas dos ultimas hormonas
participan en un mecanismo de retroalimentacion negativa del eje HPT, ya que niveles altos de
T3 y T4 circulantes inhiben la produccion de TRH y TSH en el hipotdlamo y la hipdfisis,
respectivamente. De este modo, en condiciones fisioldgicas se asegura que los niveles de HTs
permanezcan en un rango optimo.
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Problemas en distintos puntos del eje HPT conllevan a una alteracién del estado tiroideo, que
puede ser de hipertiroidismo cuando los niveles hormonales estan por encima de los normales
o hipotiroidismo cuando se encuentran por debajo de los normales. Estas alteraciones pueden
deberse a patologias primarias de la glandula tiroides, o darse como efectos secundarios de
patologias hipotalamicas o hipofisarias.

@ Hipéfisis

O

b

]

TSH

@ Tiroides

Eo—

Figura 6: Representacion de los 6rganos y hormonas que conforman el eje HPT.

Hormonas T3y T4:

En circulacidn, las HTs se encuentran mayoritariamente unidas a las proteinas plasmaticas
globulina fijadora de tiroxina (TBG, une tanto T4 como T3), prealbumina fijadora de tiroxina
(TBPA) y albumina; mientras que una pequefia proporcion se encuentra como hormona libre. Si
bien las células foliculares tiroideas secretan tanto T3 como T4, la T3 también puede producirse
en tejidos periféricos del organismo por desyodacion T4 mediada por las enzimas desyodasas
de tipo 1 (DIO1) y de tipo 2 (DI02). DIO1 se encuentra expresada en la membrana plasmatica,
principalmente en higado vy rifidn, mientras que DIO2 se ubica en la membrana del reticulo
endoplasmatico en tejidos como tiroides, glandula pituitaria, cerebro, tejido adiposo, corazény
musculo esquelético. Por su amplia distribucién, DIO2 es la principal proveedora de T3 a nivel
intracelular. Otra enzima desyodasa, la DIO3, participa de la inactivacion de las HTs retirando un
atomo de yodo del anillo interno de la T4 para formar T3 reversa (rT3), la cual es inactiva
bioldgicamente. La DIO3 también puede retirar un atomo de yodo tanto de la T3 como la rT3
para dar lugar a la diyodotirosina (DIT) también conocida como T2.
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Una vez que alcanzan sus tejidos blanco, las HTs ejercen sus efectos biolégicos mediante dos
mecanismos principales, que consisten en la unidén a sus receptores nucleares (TRs) y a su
receptor de membrana (la integrina avPB3). Ambos mecanismos se describen a continuacion.

1.2.2 Mecanismos de accion de las hormonas tiroideas

Receptores nucleares de HTs (TRs):

Aungue previamente se pensaba que atravesaban la membrana plasmatica por difusién pasiva,
ahora se sabe que las HTs ingresan a la célula a través de transportadores de membrana
pertenecientes a diversas familias'*. Actualmente, los transportadores que se han reportado
como los mas especificos para las HTs son los transportadores de monocarboxilato MCT8 y
MCT10, y el transportador de aniones orgdnicos 1C1*°. El modo cldsico en que las HTs ejercen
sus acciones bioldgicas es, una vez que han ingresado al nucleo celular, mediante la unién a sus
receptores nucleares o TRs. Estos receptores son factores de transcripcién que en estado de
inactividad se encuentran unidos a co-represores, los cuales a su vez reclutan proteinas
compactadoras de la cromatina, impidiendo de este modo la transcripcidn de sus genes blanco.
Cuando se produce la unién entre el TR y la hormona T3/T4 se produce un cambio de
conformacion, se reclutan co-activadores, y entonces el complejo unido a los promotores de sus
genes blanco promueve la transcripcion. Este mecanismo se encuentra representado en la
Figura 7. Los TRs se pueden encontrar en forma monomérica, como homodimeros o formando
heterodimeros con receptores de retinoides (RXRs), siendo este ultimo complejo el que posee
mayor actividad biolégica.

@ Nucleo
@, i

CoA

Citoplasma

Expresion génica

Figura 7: Mecanismo de accion de los TRs. Fuente: Principios de Medicina Interna, Harrison, 21e. CoR: correpresor;
CoA: coactivador.

En humanos existen dos receptores nucleares con una gran homologia estructural, TRa y TRB,
que son codificados por los genes THRA y THRB respectivamente. Se han descrito dos isoformas
principales para cada uno de los genes (TRal, TRa2, TRB1y TRB2) que se producen por splicing
alternativo. La estructura proteica, esquematizada en la Figura 8, consta de un dominio de unién
a ligando (LBD) y un dominio de unién a ADN (DBD) separados entre si por una regién “hinge” o
bisagra, un dominio regulatorio N-terminal (AF-1) y uno C-terminal (AF-2)%.
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Capacidad de
Isoforma UneT3? dimerizar

THRBL  Si Sf CAFT[TDBD H LBD  AF2]
THRR2  Si si [ _AF1 [CDBD_H LBD AF2]
THRal  Si i [CAFT [TDBOLH LBD _ AF2]
THRa2  No Si ["AF1 [TDBD K LBD |

Figura 8: Isoformas principales de los TRs humanos. La isoforma TRa2 es incapaz de unir hormona debido a su
dominio LBD truncado. Fuente: adaptado de Ortiga-Carvalho et al. 2014

El dominio LBD es al cual se unen las hormonas T3 y T4, teniendo la primera una afinidad entre
10y 15 veces mayor; ademas, este dominio es el responsable de la capacidad que tienen los TRs
para formar homo y hetero-dimeros. El dominio DBD es el responsable de reconocer y unirse a
los elementos de respuesta a hormonas tiroideas (TREs) que se encuentran en la region
promotora de los genes regulados por HTs. Las funciones de los dominios AF-1 y AF-2 no se
encuentran completamente esclarecidas, y se conoce que presentan una mayor diversidad de
secuencias que los otros dominios.

Las secuencias de ADN que unen a los TR, denominadas elementos de respuesta a hormona
tiroidea o TREs, suelen estar compuestas por repeticiones directas o invertidas del motivo
“AGGTCA” o sus variantes, separadas por un determinado nimero de bases'”*8, Se han descrito
en literatura tres patrones para los sitios de unién, que se muestran en la Figura 9:

e DR4: Consistente en dos repeticiones directas del motivo, separadas por 4pb.

e Pal o IRO: Consistente en dos repeticiones adyacentes del motivo, en sentido inverso.

e |IP6 0 ER6: Consistente en dos repeticiones inversas del motivo, separadas por 6pb.

Motivo base: (A/G)GGT(C/AIG)A

Arreglo DR4: 5 AGGTCA NNNN AGGTCA 3’
Arreglo IP6: 5 TGACCT NNNNNN AGGTCA ¥
Arreglo Pal: 5 AGGTCATGACCT ¥’

Figura 9: Sitios de unién para TRa y B descritos en literatura. Extraido de Liu et al. 2019, con adaptaciones

Debido a que el motivo “AGGTCA” es reconocido por multiples receptores nucleares de
hormonas (TR, VDR, RAR, PPAR, RXR), la orientacidon de las repeticiones y la separacién entre
ellas es lo que determina la especificidad para un dado receptor. Se ha descrito que otros
arreglos de esta secuencia, denominados DR3 y DR5, actian como elementos de respuesta a
vitamina D y dacido retindico respectivamente; mientras que el arreglo DR1 une tanto
heterodimeros RAR/RXR como homodimeros de RXR %%,
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Integrina avf3:

La integrina avB3 es una proteina de superficie que se expresa en osteoclastos, en células
endoteliales y del musculo liso vascular en proceso de divisién, ademas de en numerosos tipos
de células tumorales. Esta proteina interacciona con componentes de la matriz extracelular que
poseen la secuencia RGD (arginina — glicina — acido aspartico). También es conocida como
“receptor de vitronectina” debido a que esta proteina de la matriz extracelular es su principal
ligando, aunque también es capaz de unir fibronectina y fibrindgeno, entre otros.

Adicionalmente, se ha demostrado que la integrina avp3 actia como receptor de membrana de
HTs en varios tejidos, constituyendo una via por la cual las mismas ejercen sus efectos biolégicos,
adicional a la via de los receptores nucleares?!. El dominio de unién de HTs es cercano al dominio
RGD y posee dos sitios de union denominados S1 y S2, de los cuales el primero une
exclusivamente T3 mientras que el segundo une ambas hormonas pero teniendo mayor afinidad
por la T4; la sefial se transduce activando distintas vias de sefializacidn, dependiendo del sitio
que haya unido la hormona?2. Nuestro laboratorio ha demostrado la existencia de esta via de
sefializacion en LCTs, en los cuales la activacion de la integrina avB3 por las HTs resulta en una
estimulacién de vias de sefializacién relacionadas con el crecimiento®.

1.2.3 Efectos bioldgicos de las hormonas tiroideas

Las HTs son esenciales para la regulacidon del metabolismo y para el correcto funcionamiento y
desarrollo de numerosos procesos fisioldgicos. Si bien estas hormonas ejercen efecto en todos
los sistemas del organismo debido a la amplia expresidon de sus receptores, la respuesta a HTs
no es igual en todos los drganos dado que existe una expresion diferencial de los distintos tipos
de receptores y enzimas desyodasas. Entre los principales efectos sistémicos de las HTs se
encuentran la estimulacién de la termogénesis y un aumento generalizado de la tasa metabdlica
causado por la induccién tanto de vias anabdlicas como catabdlicas, activando la sintesis de
enzimas implicadas en los procesos de gluconeogénesis, lipogénesis, sintesis de proteinas,
glucogendlisis, lipdlisis y protedlisis. En algunos de sus tejidos diana, las HTs inducen un aumento
en la expresién de los receptores B-adrenérgicos, potenciando asi los efectos ejercidos por el
sistema nervioso simpatico: aumento de la frecuencia cardiaca, de la presidn arterial, y de la
ventilacién.

Las HTs resultan esenciales durante la etapa fetal y los primeros afos de vida, ya que intervienen
en el desarrollo del sistema nervioso central, en la maduracién pulmonar y cardiaca, y en el
crecimiento y remodelacién ésea?*. También participan en las funciones reproductivas en ambos
sexos, influyendo en la sintesis y liberacidon de globulina fijadora de hormonas sexuales, la
espermatogénesis y el ciclo ovarico®.

1.2.4 Hormonas tiroideas como factor de proliferacion de los linfomas T

Anteriormente, nuestro laboratorio ha mostrado que los niveles fisioldgicos de HTs pueden
estimular la proliferacidn in vitro de la linea celular BW5147 de LCT de ratdn, a través de vias
que involucran tanto a los receptores nucleares como a los de membrana y conducen a la
activacion de la proteina quinasa C, la MAP quinasa 1/2 (ERK1/2) y el factor nuclear NF-kB%.

Respecto a lineas celulares humanas, nuestro grupo ha comprobado en un panel de lineas de
LCTs que tanto el receptor nuclear TRa como la integrina avB3 son funcionales, que sus niveles
de expresién son mayores a los existentes en células T normales, y que la activacién de los
mismos ante tratamientos de 24 horas con HTs produce incrementos del 30 a 50% en la
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proliferacién. Este incremento se mantiene cuando el tratamiento se realiza con HTs unidas a
agarosa, que no pueden acceder al interior celular y por lo tanto estan limitadas a interactuar
con proteinas de membrana como la integrina avB3, demostrando que la activacion de este
receptor de HTs es suficiente para desencadenar el efecto proliferativo. Finalmente, se ha
demostrado que las HTs al actuar como ligandos para la integrina avB3 inducen un programa
transcripcional que estimula la supervivencia, activando vias de sefializacién relacionadas con el
crecimiento y la angiogénesis (vias JAK-STAT y MAPK/ERK)?. La activacién de la via JAK/STAT
produce efectos aguas abajo relacionados con un mal pronéstico, como el aumento de la
actividad de las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9, que pudieron revertirse al incubar las células
con el inhibidor de STAT3 (criptotanshinona) o con el inhibidor de integrina avB3 (cilengitide)?’.

1.3 Canal de protones Hv1l

El canal de H*operado por voltaje 1 (Hv1), codificado en humanos por el gen HVCN1, es un canal
idnico altamente selectivo para protones presente en diversos tipos celulares, cuya probabilidad
de apertura depende del potencial de membrana y del gradiente de pH existente a través de la
membrana celular. Se conocen tres variantes transcripcionales, de las cuales dos codifican para
una proteina de 273 aminoacidos (denominada isoforma larga del canal), y la restante codifica
para una proteina que carece de los primeros 20 aminodcidos del extremo N- terminal
(denominada isoforma corta o truncada).

El canal Hvl permite el pasaje de una corriente de H* de manera pasiva desde el citoplasma
hacia el espacio extracelular, contribuyendo a evitar la acidificacion intracelular y la
despolarizacién de la célula. Si bien su ubicacidn tipica es la membrana plasmatica, hay algunos
reportes de localizacion en mitocondrias de linfocitos CD8+ y de células del tubulo distal en
rifon2%,

1.3.1 Estructura del canal Hv1

La estructura del canal Hvl estd constituida por cuatro segmentos transmembrana
(denominados TM1 a TM4) unidos por pequefios loops, con los extremos N- y C-terminal
orientados hacia el citoplasma, como se muestra en la Figura 10A. A diferencia del resto de
canales, en los cuales los iones circulan a través de un poro de permeacion, el canal Hvl no
presenta un dominio de poro definido; el mecanismo de permeacion de los H* consiste en pasos
sucesivos de protonacion y desprotonaciéon que permiten la translocacién neta de H* hacia el
espacio extracelular.

En las células, el canal se encuentra formando dimeros, los cuales se mantienen unidos mediante
interacciones de hélices superenrolladas (del inglés coiled-coil interactions) entre los dominios
intracelulares C-terminal de ambos mondmeros, tal como se representa en la Figura 10B. Como
puede observarse, cada mondmero posee su propia via de conduccién de H* y se ha demostrado
que el canal es funcional también en forma monomérica en sistemas de expresion heterdloga.
El hecho de que las Unicas porciones extracelulares del canal sean dos loops de pocos
aminodcidos de longitud dificulta el hallazgo de anticuerpos que se unan al mismo desde el
exterior celular.
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Figura 10: A) Estructura del canal Hv1, con sus cuatro segmentos transmembrana (TM1-TM4), y los extremos N-y C-
terminal orientados hacia el interior celular. B) Esquematizacién de un dimero del canal Hvl, donde ambos
mondmeros se conectan mediante sus extremos C-terminales. Extraido de Delgado-Bermudez et al. 2022, con
modificaciones.

En la Figura 10A también se encuentran destacados algunos residuos especialmente
importantes para la funcionalidad del canal: en el segmento TM1, el residuo Asp112 ha sido
identificado como critico para la selectividad del canal, mientras que el segmento TM4 posee
tres residuos de arginina (aminodcidos con carga positiva) que se mueven en respuesta a
cambios en el potencial de la membrana celular y resultan fundamentales en la sensibilidad al
voltaje3%3!, Este movimiento del segmento S4 genera una via hidrofilica de conduccién de H, en
la que participan los segmentos (TM1-TM4), llevando al canal a su estado conductor.

1.3.2 Propiedades de la corriente mediada por el canal Hvl

Conductancia unitaria:

Uno de los pardmetros que caracteriza al canal Hv1l es su extremadamente baja conductancia
unitaria, la cual se estima en el orden de las decenas o cientos de fS (3 érdenes de magnitud por
debajo de lo reportado para otros canales idnicos), siendo la conductancia unitaria mas pequefia
reportada hasta la fecha. Este hecho hace que no se puedan registrar corrientes de canal Unico.

Selectividad idnica:

Una de las caracteristicas distintivas de este canal es su particularmente elevada selectividad
iénica (presentando valores cercanos a 10° para la relaciéon de permeabilidad entre el H* y el
Na*). Esta caracteristica puede explicarse considerando el mecanismo de permeacion de los H*,
gue, como mencionamos anteriormente, no atraviesan la membrana por un dominio de poro
definido, sino que avanzan mediante sucesivos pasos de protonacion y desprotonacién.

Cinética de activacion:

Las corrientes de H* mediadas por este canal presentan una cinética de activacién mucho mas
lenta que las de otros canales idnicos operados por voltaje. En este sentido, las constantes de
activacion reportadas para el canal Hv1 se encuentran en el rango de los segundos®*33.

Dependencia del pH y del voltaje:
Otra propiedad a destacar del canal Hv1 es que su probabilidad de apertura es dependiente del
gradiente de pH a través de la membrana plasmatica y del potencial de membrana;
incrementandose ante una despolarizacidon de la misma, una disminucion del pH intracelular o
un aumento del pH extracelular®,
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Pese a ser una via de transporte pasiva, en sistemas nativos el canal Hv1 solo media corrientes
salientes de protones: desde el citoplasma hacia el espacio extracelular. Esto se debe a que el
V12 (potencial de membrana en el cual la mitad de los canales se encuentra en estado abierto)
se desplaza notablemente hacia valores positivos cuando el pH extracelular disminuye o el
interior celular se alcaliniza. Por este motivo, en situaciones donde el gradiente de pH se invierte,
y el espacio extracelular se torna mas acido que el citoplasma, el canal se encuentra en estado
cerrado a todos los valores de potencial de membrana fisiolégicos. Por lo anterior, el canal Hvl
funciona como una valvula de escape de protones en las células, disipando cargas acidas que
puedan generarse en el citoplasma, sin permitir un eventual ingreso de H* que podria producirse
en entornos acidos, como el microambiente de tumores sélidos o situaciones inflamatorias.

Modulacion del canal:

Se han reportado distintas moléculas que actian como moduladoras de la actividad del canal,
estimulando o inhibiendo las corrientes mediadas por el mismo. Recientemente, nuestro grupo
ha descubierto que el ATP intracelular interactia molecularmente con el canal Hvl, aumentando
la amplitud de la corriente®. Por otro lado, entre los inhibidores del canal se encuentran los
cationes metdlicos divalentes (principalmente Zn?*, que se ha establecido como el gold standard
para identificar si una corriente de H* es mediada por Hvl) y los compuestos compuestos
derivados del 2-GBI (2-guanidinobenzimidazol), como el CI-GBI3%%7,

1.3.3 Funciones fisioldgicas descritas para el canal Hvl

Una de las funciones fisioldgicas que se asigna a este canal es actuar asociado a la NADPH
oxidasa en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), de especial importancia en
células del sistema inmune. Las células fagociticas (neutrofilos, eosinéfilos, basoéfilos, entre
otras) tienen la capacidad de, al reconocer microorganismos patégenos, neutralizarlos mediante
un proceso de fagocitosis e incorporarlos dentro de su vacuola fagocitica. El complejo NADPH
oxidasa se encuentra en la membrana de estas células y su actividad transportadora de
electrones conlleva a la produccion de radicales libres, que son esenciales en el proceso de
destruccion de los patégenos fagocitados®. Tanto la despolarizacién de la membrana debida al
transporte de electrones como la acumulacién local de equivalentes de H* que se producen por
la oxidacion del NADPH pueden llevar a la inactivacién de la enzima NADPH oxidasa, por lo cual
resulta fundamental la actividad del canal Hvl, que al extruir H* hacia el medio extracelular
produce un pasaje de cargas positivas en la misma direccion del transporte de e’, compensando
asi la despolarizacién de la membrana y la acidificacidén local que suceden durante el estallido
respiratorio3®%°, Un esquema de este proceso se puede observar en la Figura 11.

20, 20, 2H,0,(ROS)

Other sources of H*

Figura 11: Esquematizacion de las estructuras involucradas en la produccién de ROS Fuente: extraido de Shen et al.
2023
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En linfocitos B, la estimulacidn del receptor antigénico (BCR) desencadena la produccidon de ROS
por parte del complejo NADPH oxidasa ubicado en la membrana plasmatica. Se ha demostrado
que la presencia del canal Hvl en la membrana plasmatica es necesaria para que esta
produccién de ROS ocurra, y por lo tanto, este canal resulta esencial para la activacién de los
linfocitos B (un proceso de gran importancia en la inmunidad del organismo ya que es necesario
para la produccion de anticuerpos)®.

Por otro lado, estudios recientes indican que en linfocitos T normales el canal Hv1 participa del
proceso de activacion de los linfocitos T inexpertos (o naive), cuando una célula presentadora
de antigenos (APC) exhibe en su complejo MHC un péptido antigénico especifico y lo pone en
contacto con el receptor TCR de la célula T. Dentro de las células T, las CD4+ (linfocitos T
cooperadores o helper) y las CD8+ (linfocitos T citotdxicos) presentan diferentes patrones de
expresién del canal, dando un indicio de que el canal cumple roles diferentes en ambos tipos
celulares. De hecho, en linfocitos CD4+ la presencia del canal Hvl es necesaria para evitar la
apoptosis producto de una acidificacidn intracelular luego de su activacidn, mientras que en
linfocitos CD8+, que cuentan con una alta expresion de Hvl en mitocondria, el canal es esencial
para mantener la funcién de esta organela. En ambos grupos una deficiencia en el canal Hvl
conduce a defectos en la proliferacién celular y en las funciones efectoras relacionadas con la
inmunidad (produccién de citoquinas y actividad citotdxica)®®.

El canal Hv1 también cumple importantes roles en células no pertenecientes al sistema inmune:
participa en el proceso de capacitacidon espermatica, siendo la estructura responsable de la
alcalinizacion del citoplasma que conduce a la activacién de la motilidad espermética®?, y
participa en la regulacidn del pH citoplasmatico en osteoclastos y fibroblastos cardiacos.

1.3.4 El canal Hv1 en células tumorales

La regulacion del pH intracelular (pH;) es esencial para la supervivencia celular, ya que muchas
enzimas tienen un estrecho rango de pH dentro del cual su actividad es éptima, por lo tanto una
desviacidon del mismo por fuera de esos valores puede afectar la capacidad de catalizar
reacciones quimicas vitales para la célula. Usualmente en la mayoria de tipos celulares el pH;
oscila entre 7,2 y 7,4. La acidificacidon intracelular es un evento temprano clave en la via
apoptoética intrinseca (también conocida como via mitocondrial), conduciendo a una muerte
celular programada®.

Las células cancerosas suelen sufrir una desregulacion metabdlica conocida como efecto
Warburg, que consiste en la metabolizacidn de glucosa mediante la via glucolitica aun en
presencia de oxigeno disponible, y tiene como consecuencia una sobreproduccion de especies
acidas*. Para mantener la viabilidad celular, esta sobrecarga acida debe compensarse con una
mayor tasa de extrusidon de H* que la existente en células no patoldgicas, y es por esto que
muchos transportadores de H* se proponen como posibles blancos antineoplésicos*. Teniendo
en cuenta que el canal Hvl puede actuar como una via pasiva de extrusién de H*, es decir, que
permitiria aliviar la acidificacion producida en las células cancerosas sin implicar un gasto
metabdlico adicional, se postula que el mismo podria jugar un rol importante en la biologia
tumoral. La diferencia principal entre este canal y otros transportadores idnicos relacionados
con la salida de H* de la célula, como el intercambiador Na*/H* (NHE1), el transportador de
monocarboxilato (MCT4), el co-transportador Na*/HCOs (NBC) y la V-ATPasa, es que el canal
Hv1 no requiere de la presencia de otras especies idnicas ni de un gasto de ATP para llevar a
cabo el transporte®®,
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Otro aspecto que ilustra la relevancia del canal Hv1 en las patologias oncoldgicas es el hecho de
gue se encuentra sobreexpresado en diversos tumores sélidos; en cancer colorrectal y de mama
se ha demostrado que una mayor expresion de Hv1l se correlaciona con un peor prondstico de
la enfermedad y una menor supervivencia®’-*é. Diversos trabajos han mostrado que la inhibicién
de la actividad del canal y/o la regulacion negativa de la expresidn transcripcional mediante
siRNAs produce una disminucidn en las capacidades migratorias e invasivas en células tumorales
de glioma, cancer de mama y cancer colorrectal®#*>1, Por (ltimo, en células Jurkat (linea
humana de leucemia linfoblastica aguda de células T inmaduras) se ha demostrado que la
inhibicion del canal Hvl induce una acidificacion celular que conduce a la muerte por
apoptosis®?, reforzando la idea de que este canal podria ser un prometedor blanco terapéutico
en linfomas de células T.

1.3.5 Posible relaciéon entre los niveles de HTs y el canal Hv1

La regulacion fisioldgica y farmacoldgica de este canal aun se desconoce en gran medida y, hasta
el momento, no se han reportado regulaciones del canal a nivel transcripcional. En este trabajo,
se realizé un analisis utilizando herramientas bioinformaticas mediante el cual evidenciamos
tres posibles sitios de unidn para los receptores nucleares de HTs en las regiones promotoras
del canal (descrito en el capitulo Resultados).

En base a este hallazgo, junto a los estudios previos de nuestro grupo donde demostramos el rol
de las hormonas tiroideas en la proliferacion de lineas celulares derivadas de linfomas T y la
importancia del canal Hv1 en patologias oncoldgicas, decidimos evaluar si la expresidén o funcidn
del canal es regulada por las HTs.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En base a los antecedentes presentados, nuestra hipoétesis de trabajo plantea que los niveles de
HTs pueden modular la expresion génica y/o actividad funcional del canal de protones Hv1 en
células tumorales de tipo T, lo que a su vez podria impactar en la proliferacion y sobrevida de
estas células tumorales. En consecuencia, el objetivo general de este trabajo es evaluar el efecto
producido por concentraciones fisioldgicas de HTs sobre la expresién y actividad del canal Hvl
en dos lineas celulares humanas derivadas de neoplasias hematolégicas de origen T (Karpas299
y HuT78). Para ello proponemos los siguientes objetivos especificos:

Caracterizar la expresion y funcién del canal Hvl en dos lineas celulares derivadas de
patologias oncoldgicas de origen T (Karpas299 y HuT78)

Evaluar los efectos producidos por concentraciones fisioldgicas de HTs sobre la expresiony
funcidn del canal Hv1 en las lineas celulares Karpas299 y HuT78
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Cultivo de las lineas celulares HUT78 y Karpas299

Como se menciond previamente, las lineas celulares que utilizamos como modelo para estudiar
el linfoma de células T son HuT78 (linea celular de TCL cutdneo humano, del subtipo sindrome
de Sézary) y Karpas299 (linea celular de linfoma anaplasico de células grandes, ALK+). Ambas
lineas corresponden a células que crecen en suspension. Las Karpas299 fueron obtenidas de
Sigma-Aldrich y las HuT78 de ATCC (American Type Culture Collection).

Las células fueron cultivadas en medio RPMI 1640, suplementado con suero fetal bovino (SFB)
al 10%, glutamina 2mM, y antibidticos (penicilina y estreptomicina) en estufa a 37°C con una
atmoédsfera hiumeda de CO; al 5%. Las células se repicaron por dilucién con el medio mencionado
tres veces por semana, manteniendo de ese modo la concentracién entre 0,5 y 1,5 x10°
células/mL. Cabe destacar que el SFB utilizado en cultivo (Sigma-Aldrich) posee una baja
concentracion de hormonas tiroideas, de modo de no interferir con los tratamientos realizados.

En ambas lineas celulares se realizaron tratamientos con concentraciones fisioldgicas de HTs, de
diferentes duraciones. Para ello, primeramente las células se cultivaron durante 24 horas en
medio RPMI suplementado con glutamina y antibidticos pero en ausencia de SFB.
Posteriormente, se sembraron alrededor de 1-2x10° células por pocillo en placas de 6 o 12
pocillos, y se adicionaron hormonas (Sigma-Aldrich) disueltas en medio RPMI de modo de
obtener una concentracién final de 107M (100nM) de T4y 10°M (1nM) de T3. Para los controles,
se realiz6 el tratamiento del modo descrito anteriormente, y se adiciond un volumen
equivalente de RPMI sin hormonas.

Las células fueron levantadas transcurrido un tiempo determinado (3, 6, 24 o 48 horas) para
posteriormente realizar los distintos experimentos. Para ello se resuspendid cada pocillo, se
trasladd su contenido a un tubo Eppendorf de 1,5mL debidamente rotulado con la linea celular
y el tratamiento, y se centrifugd durante 5 minutos a 400g. Luego, se descartd el sobrenadante
y el pellet se resuspendié en un medio adecuado para el andlisis experimental posterior.

3.2 Evaluacion de los niveles transcripcionales del gen HVCN1
3.2.1 Extraccion y cuantificaciéon del ARN

El ARN total fue extraido utilizando el kit comercial TriPure™ Isolation Reagent (Thermofisher)
y siguiendo las instrucciones del fabricante. Resumidamente, el protocolo utilizado consistié en
adicionar a temperatura ambiente 1 mL de TriPure™ Isolation Reagent cada 1 x 10° células y
dejar reposar al menos 5 minutos para que se produzca la homogeneizacion. Seguidamente se
separaron las fases acuosa y orgdnica adicionando 200 pL de cloroformo por cada mL de TriPure,
incubando 15 minutos a temperatura ambiente, y centrifugando a 12000 g durante 15 minutos.
Como el ARN permanece en la fase acuosa, la misma se reservé luego de la centrifugacion,
descartando la fase organica y la interfase. Se agregaron 500 uL de isopropanol por cada mL de
TriPure y se incubo durante 10 minutos para precipitar el ARN, se centrifugé 10 minutos a 12000
g y se descarté el sobrenadante. Posteriormente, se realizé un lavado del pellet con etanol al
70% (1mL por cada mL de TriPure), se centrifugd a 8000 g por 7 minutos, se descarto el
sobrenadante y se removio todo el etanol posible del pellet antes de resuspenderlo en agua
estéril libre de ribonucleasas y almacenarlo a -80°C. Todas las centrifugaciones fueron realizadas
a una temperatura de 4°C.
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El ARN aislado fue cuantificado por espectrometria midiendo la absorbancia a 260nm con un
equipo Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). La calidad de las muestras fue determinada
observando las relaciones de absorbancia a 260/280 y 260/230 nm. Previo a realizar las
mediciones, el ARN en solucién acuosa se sometié a un calentamiento a 65°C por 5 minutos,
para romper las estructuras secundarias y terciarias.

3.2.2 Retrotranscripcion

Para realizar la retrotranscripcién del ARN mensajero, se partié de 2 ug del ARN total. Como
retrotranscriptasa se utilizd la enzima M-MLV RT, y como cebador se utilizé un oligo dT de 15
nucledtidos de longitud (AP Biotech). El ARN junto con enzima, cebador, dNTPs y buffer de
trabajo fue incubado a 42 °C durante 30 minutos en un equipo Veriti 96 well Thermal Cycler
(Applied Biosystems). Al finalizar, se realizé una dilucion 1:5 del ADN complementario obtenido
(cDNA) en agua estéril libre de ribonucleasas y se almacené a -80°C.

3.2.3 qPCR

Por gPCR se evalud cuantitativamente la expresion del gen HVCN1, mientras que el gen de
referencia RPL13A se utiliz6 como control interno para la normalizacién de los datos. Como
molde se utilizd el cDNA (cuya obtencidon por retrotranscripcion se explica en la seccidén
anterior). Las secuencias de los cebadores utilizados se muestran en la Tabla 1. El set de
cebadores utilizado para el gen HVCN1 no distingue entre las isoformas larga y corta del canal.

Sets de cebadores Secuencia (5" — 3’) Tamaiio del producto de PCR (pb)

RPL13A F CGCCCTACGACAAGAAAAAG 121

R TGGTACTTCCAGCCAACCTC

HVCN1 F CGTGGTGGTGGTCTCATTCA 66

R AGAGCCTCAAACTGGTGCTC

Tabla 1: Secuencias de los primers utilizados

Las reacciones qPCR fueron llevadas a cabo en un equipo 7500 (Applied Biosystems). Se utilizé
la mezcla maestra comercial SYBR™ Select (Applied Biosystems), que posee todos los
componentes necesarios para realizar la amplificacién del cDNAy la deteccidn del producto que
se va sintetizando (enzima ADN polimerasa, dNTPs, MgCl,, colorante SYBR Green que fluoresce
al asociarse a la doble hélice de ADN, colorante ROX de referencia internay buffer). El programa
de amplificacién utilizado se describe en la Tabla 2.

Etapa Temperatura (°C) Duracién Cantidad de ciclos

Etapa de 95 5 minutos 1
desnaturalizacion
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95 10 segundos
Etapa de 60 15 segundos 40
amplificacion

72 30 segundos

95 15 segundos

60 1 minuto
Curva de disociacion 1
(melting) 95 30 segundos

60 15 segundos

Tabla 2: Programa de amplificacidn utilizado en las reacciones de gPCR

El andlisis cuantitativo de la expresidn génica se realizé por el método de AACt™
3.3 Evaluacion de los niveles proteicos del canal Hvl
3.3.1 Protocolo de marcacién

Luego de realizar los tratamientos con HTs (descritos en la seccion 3.1), las células fueron
centrifugadas y lavadas dos veces con PBS frio. La fijacién se realizé con paraformaldehido (PFA)
al 4% en PBS, resuspendiendo las células con agitacidn constante para evitar aglutinamientos e
incubando durante al menos 30 minutos. Una vez fijadas, las células se almacenaron en frio
hasta el momento de realizar la marcacion.

Posteriormente, se realizé un lavado con PBS vy las células se permeabilizaron incubando con
Tween-20 al 0,1% en PBS (PBS-T) a 4°C durante 30 minutos. Para proceder con la marcacion, las
células fueron incubadas durante 18 horas a 4°C con una dilucién 1/25 del anticuerpo especifico
(anticuerpo anti-Hv1, producido en conejo, PA5-77462 ThermoFischer Scientific) en PBS-T.
Luego, las células fueron lavadas dos veces con PBS-T e incubadas 45 minutos en oscuridad y a
temperatura ambiente con una dilucidén 1/200 del anticuerpo secundario (Anti-rabbit conjugado
al fluoroéforo FITC, producido en cabra, BD Biosciences 554020) en PBS-T. Finalmente, las células
fueron lavadas con PBS-T y resuspendidas en PBS para realizar la adquisicion. La intensidad de
fluorescencia se determind utilizando un citdmetro de flujo BD Accuri C6.

Como controles, se utilizaron células que sélo fueron expuestas al anticuerpo secundario (grupo
control negativo) y células que fueron expuestas sélo al vehiculo (grupo autofluorescencia).

El anticuerpo primario utilizado se une al péptido (C)GDDYHTWNVNYKK, correspondiente a los
residuos de los aminoacidos 32-44 del canal Hv1 en ratdn, que presenta una buena conservacion
con la secuencia en humanos (11/13 aminoacidos idénticos) y que ha sido utilizado con éxito en
muestras derivadas de ambas especies. Como se observa en la Figura 12, este péptido se
encuentra en la regidn intracelular del canal, resultando entonces necesaria una
permeabilizacién de las células previa a la incubacién con el AC 19. El anticuerpo no distingue
entre las isoformas corta y larga del canal
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Figura 12: Estructura del canal Hvl, mostrando sus cuatro regiones transmembrana y el sitio de unidn al anticuerpo
utilizado en la citometria de flujo

3.3.2 Analisis de los resultados

En cada linea celular se utilizé el control de autofluorescencia para establecer una seleccion de
eventos que permitiera excluir el ruido de la muestra (grumos de células, impurezas y restos de
células lisadas) e incluir Unicamente a las células individuales. La seleccidn se realizé a partir de
un grafico de puntos de las variables SSC vs FSC, como se muestra en la Figura 13A, las cuales se
relacionan con la complejidad y el tamaio de las células respectivamente. Posteriormente, se
adquirieron el resto de muestras de modo que acumularan al menos 10.000 eventos dentro de
la regién P1. Finalmente, para comparar entre los distintos grupos de estudio, se graficaron
histogramas de fluorescencia de los eventos incluidos en la region P1, utilizando el canal
adecuado del citdmetro (en nuestro equipo, el canal FL1 corresponde a la longitud de onda del
fluoréforo FITC). Se utilizd el programa BD Accuri C6, disefiado especificamente para el
citémetro de flujo empleado.
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Figura 13: (A) Grafico de puntos de las variables SSC vs FSC utilizado para establecer la regidn de analisis P1 en la linea
celular HUT78. Se incluyen sélo los eventos correspondientes a células en estado singlete, excluyendo al debris celular
(presente en la esquina inferior izquierda) y a los grumos o agrupaciones de varias células (ubicados en el lateral
derecho) (B) Ejemplo de un histograma de intensidad de fluorescencia, en el cual se muestra el control negativo en
el cual no se utilizé anticuerpo primario (pico negro), el tratamiento con vehiculo (pico azul) y el tratamiento con HTs
(pico rojo), ambos marcados con el anticuerpo anti-Hv1.
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Para realizar comparaciones cuantitativas entre distintos tratamientos (HTs vs vehiculo) sobre
una misma linea celular, se determinaron las medias de fluorescencia del histograma para cada
tratamiento. En los casos en los que se realizé una comparacion entre las lineas celulares HUT78
y Karpas299, se determind para cada una de ellas la resta entre la media de fluorescencia
correspondiente al fluoréforo y la media de fluorescencia correspondiente al control negativo,
para compensar las posibles diferencias en el pegado inespecifico del AC y/o la fluorescencia
inherente a cada linea.

3.4 Evaluacion de la actividad del canal Hv1

3.4.1 Introduccidn a la técnica de Patch-Clamp

La actividad del canal Hvl en ambas lineas celulares, luego de su tratamiento con
concentraciones fisioldgicas de HTs o vehiculo durante 48 horas (descritos en la seccién 3.1), se
determind mediante la técnica de Patch-Clamp. Esta técnica permite medir corrientes idnicas
de transmembrana manteniendo el potencial de membrana en valores prefijados, siendo por lo
tanto la metodologia ideal para estudiar canales idnicos. Debido a que la metodologia del Patch-
Clamp presenta una alta complejidad y requiere un largo tiempo de entrenamiento, los registros
experimentales fueron realizados por la Dra. Clara Ventura, co-directora de este trabajo.

Para realizar las mediciones, se colocaron alicuotas de células en cdmaras de Petri, previamente
lavadas con alcohol, con el fin de facilitar la adherencia de las células al fondo de la placa. La
técnica de Patch-Clamp consistid en la aproximacién de una pipeta de vidrio a la superficie de la
membrana de la célula elegida, utilizando para este fin un micromanipulador; una vez
establecido el contacto con la célula, se aplicé una succién desde la pipeta, estableciendo un
sello de alta resistencia de aproximadamente 1 GQ entre el vidrio de la misma y la membrana
celular. De esta forma, se accedio a la configuracion de célula adherida (en inglés Cell Attached,
CA), representada en la Figura 14A, a partir de la cual puede accederse a otras configuraciones.
En este trabajo, dada la extremadamente baja conductancia unitaria del canal Hv1l, se utilizo la
configuraciéon de célula entera (en inglés Whole Cell, WC), que permite registrar la corriente
mediada por todas las copias del canal presentes en la célula, tal como se muestra en la Figura
14B. El acceso a la configuracién WC se logrd, luego de generar el sello de alta resistencia,
aplicando una presién negativa desde la pipeta, que permitié escindir la porcion de membrana
delimitada por el area de la misma.

A configuracion B Configuracion
Cell-Attached Whole-Cell

Figura 14: llustracion de las configuraciones de Patch-Clamp A) Configuracién Cell Attached, que permite registrar las
corrientes de los canales idnicos presentes en la porcion de membrana bajo la punta de la pipeta B) Configuracidn
Whole Cell, que permite registrar las corrientes de la totalidad de los canales expresados en la membrana celular.

Las pipetas se fabricaron en el momento a partir de capilares de vidrio disefiados especialmente
para esta técnica (PG52165-4, WPI, Boca Raton, Florida, EE. UU.) utilizando un equipo
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Micropipette Puller (PP-83, Narishige, Tokio, Japdn). Las resistencias de las pipetas estuvieron
en el rango de 2-4MQ. Cada pipeta se utilizé para realizar las determinaciones en una Unica
célula, luego de lo cual se procedidé a su descarte. A su vez, cada cdmara experimental con su
respectiva muestra celular se utilizd para realizar los experimentos de medicidén de corriente en
una Unica célula, luego de lo cual se procedid a su descarte y se prosiguié con las medidas en
una nueva camara experimental.

La pipeta de vidrio se colocé en un dispositivo de soporte provisto de un electrodo de Ag/AgCl
(electrodo de medida) sumergido en la solucidn contenida por la pipeta. Se colocd otro
electrodo (electrodo de tierra, o de referencia) en una solucion rica en Cl, conectada mediante
un puente salino con el bafio extracelular. De esta forma, en la configuracion WC, se logré que
la solucidn de la pipeta dialice la célula y se establezca una conexion eléctrica entre el electrodo
y el interior celular; se muestra un esquema del equipo en la Figura 15. El electrodo se encuentra
conectado a un amplificador operacional utilizado en modo de fijacion de voltaje, que mide el
potencial de la membrana celular, lo compara con el valor de potencial deseado por el operador
y aplica una corriente de igual magnitud y sentido contrario, permitiendo fijar el valor de
potencial celular en el valor buscado.

Amplificador
Ingreso de solucién N - .
extracelular - - eee
Elz: ¢« sasss
<.
Electrodo de
medida
% Electrodo de referencia
S
E ] '..
L s

Microscopio invertido Egreso de solucién

extracelular

Figura 15: Esquema de un equipo tipico utilizado durante la técnica de Patch-Clamp.

Para registrar las corrientes de H* mediadas por el canal Hv1 se utilizaron las soluciones cuya
composicion se detalla a continuacién. En ellas, el H* es el Unico ion permeante, y las soluciones
se encuentran fuertemente tamponadas con el objetivo de que las mismas corrientes de
protones no produzcan un cambio en el pH en la proximidad del canal, alterando de esta manera
la fuerza impulsora para las mismas. Las soluciones extracelulares a ensayar fueron perfundidas
en la cdmara experimental por gravedad con una pipeta multivia, mientras que la solucion
intracelular ingreso a la célula mediante la pipeta de vidrio, como se describié anteriormente.

Solucion Extracelular 1 (SE1): HEPES 100 mM, NMDG 90 mM, MgCl,:6H,0 2 mM, EGTA 1 mM,
pH ajustado a 7,8 con HCl.
Solucion Extracelular 2 (SE2): HEPES 100 mM, NMDG 90 mM, MgCl,:6H,0 2 mM, EGTA 1 mM,
pH ajustado a 7,2 con HCl.
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Solucién Intracelular (SI): MES 100 mM, NMDG 90 mM, MgCl,-6H,0 2 mM, EGTA 1 mM, pH
ajustado a 6,3 con HCI.

Siendo HEPES: acido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfénico, NMDG: N-metil-D-glucamina,
EGTA: &cido etilenglicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N'N'-tetraacético, MES: Acido 2-morfolino
etanosulfénico.

En algunos experimentos, la Sl fue ajustada a un pH 5,5 y/o se le adicioné ATP en concentracion
5 mM, con el objetivo de incrementar la corriente mediada por el canal. Del mismo modo, en
algunos experimentos se adiciond CI-GBI a las SE, con el objetivo de inhibir la corriente mediada
por el canal.

Las células se observaron con un microscopio invertido estabilizado mecanicamente (Telaval 3,
Carl Zeiss, Jena) equipado con una lente objetivo de 40x, dotado de una camara de Faraday para
filtrar los ruidos eléctricos del ambiente. Todos los experimentos se llevaron a cabo a
temperatura ambiente. Las corrientes idnicas se midieron con un amplificador operacional
(Axopatch 200A, Axon Instruments, Foster City, California, EE. UU.), se filtraron a una frecuencia
de 2 kHz, se digitalizaron (Digidata 1440, Molecular Devices, LLC. Orleans Drive Sunnyvale CA,
EE. UU.) a una frecuencia de muestreo de 10 kHz y se almacenaron en el disco duro de una
computadora para su posterior analisis.

3.4.2 Protocolos de medida

Partiendo de un potencial de reposo de -40mV, se aplicaron pulsos de voltaje de 4 segundos de
duracion a +40mV, retornando luego al potencial de mantenimiento de -40 mV. Estos pulsos se
aplicaron sucesivamente, separados por un periodo de 30 segundos para dar tiempo a la
solucién Sl proveniente de la pipeta de dializar la célula y evitar la deplecidn de protones en el
interior celular. Mediante este protocolo de voltaje, se registrd la corriente de H* evocada por
el canal a +40 mV en funcién del tiempo. En la Figura 16 se muestra una corriente tipica
acompafada del protocolo de voltaje. Como puede observarse, la corriente se incrementa en
forma tiempo-dependiente alcanzando un estado estacionario alrededor de los 4 segundos.

Trabajo Final — Lucero Aldana Alvarado | 25



2004

100+

I (pA)

-100
0

-

Tiempo (s)

804

404

&
(=1

Tiempo (5)

Figura 16: Visualizacion de un registro caracteristico de la corriente de protones mediada por el canal Hv1 (arriba) y
del protocolo de voltaje utilizado (abajo) en el programa de analisis Clampfit. Se indica entre corchetes rojos la region
del registro utilizada para calcular la corriente

El protocolo anteriormente descrito se aplicd repetidas veces hasta observar que la corriente
registrada permanecia constante en funcidn del tiempo. Para ello, se cuantificd la magnitud de
la corriente en estado estacionario mediante la medicién del valor promedio de corriente en los
ultimos 100 ms del pulso (seccidn delimitada entre corchetes rojos en la Figura 16), y se grafico
este parametro en funcién del tiempo, como se muestra en la Figura 17. Como puede
observarse, al inicio del registro la corriente es nula o variable hasta que la solucién de registro
(SE) llena la placa. En ese momento comienza a observarse una corriente mediada por el canal
Hv1, que rapidamente se estabiliza.
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Figura 17: Ejemplo de la evolucion temporal de la corriente de H* mediada por el canal Hvl en células HuT78. Los
pulsos de voltaje se aplicaron cada 30 segundos durante 5 minutos y se graficé la corriente en estado estacionario en
funcién del tiempo. Se observa la estabilizacién de la corriente, luego de aproximadamente 3 minutos y medio.
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Luego de la estabilizacién de la corriente, se procedid a registrar la curva corriente-voltaje (I-V).
Este protocolo consiste en aplicar pulsos de voltaje de 5 segundos de duracién desde un
potencial de -40 hasta +40mV, con incrementos de a 5 mV. En todos los casos se partié de un
potencial de mantenimiento de -40 mV y se retorné al mismo potencial luego de aplicar los
pulsos. El intervalo de tiempo entre pulsos fue de 10 segundos. En la Figura 18 se observan
superpuestas las corrientes tipicas para el protocolo utilizado.
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Figura 18: Visualizacién de un registro caracteristico de las corrientes de protones mediadas por el canal Hvl
(arriba) al aplicar un protocolo con pulsos de voltaje a distintos potenciales (abajo) en el programa de analisis
Clampfit. Se sefiala entre corchetes rojos la regidn del registro utilizada para construir las curvas I-V

3.4.3 Andlisis de los registros

La visualizacién y andlisis de las corrientes registradas se realizaron utilizando el programa
Clampfit 10.7 (Molecular Devices) como se muestra en las Figuras 16 y 18.

Como se menciond anteriormente, en este trabajo estudiamos la corriente mediada por el canal
Hv1 en la configuracién de célula entera (Whole Cell, WC), por lo que trabajamos con una
corriente macroscépica. En esta configuracion, la corriente observada en estado estacionario
depende de la conductancia macroscoépica de las células y de la fuerza impulsora aplicada:

=G (V- En)

donde I es la corriente en estado estacionario, G es la conductancia macroscépica, V es el voltaje
aplicado y Eu. es el potencial de Nernst para H*, el cual depende Unicamente de las
concentracién de H* a ambos lados de la membrana.
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Debido a que en nuestros experimentos de registro de corrientes utilizamos soluciones
intracelulares y extracelulares con un pH fijo, el Eus+ permanece constante. Por lo tanto, realizar
un grafico de la magnitud de corriente en funcién del voltaje aplicado (que denominamos “curva
I-V”) puede revelar cambios en la conductancia macroscopica (G).

La G depende a su vez de la conductancia unitaria del canal (y), la cual es constante para un dado
canal idnico, del nimero de canales presentes en la membrana (N) y de la probabilidad de
apertura del canal (Po), que en el canal Hvl depende, como mencionamos anteriormente, del
voltaje de la membrana y del gradiente de pH a través de la membrana.

I=yNPo (V-Ew)

Por lo tanto, un andlisis de las curvas |-V permite evidenciar cambios en el nUmero de canales
presentes en la membrana o en su probabilidad de apertura.

3.5 Analisis estadistico

Para realizar el analisis estadistico de los datos experimentales se utilizé el software estadistico
GraphPad PRISM (v8.0.2). Para determinar la existencia de una diferencia significativa entre los
grupos experimentales se realizé el test de Student de dos colas no pareado o el test de Student
de una muestra, segun correspondiese. Uno de los supuestos del test de Student es que ambos
grupos a comparar siguen una distribucion normal, por lo que para comprobar este supuesto,
se realizé la prueba F de andlisis de varianza. La diferencia entre las medias se considerd
significativa en los casos en que P < 0,05 y los resultados se expresaron como media + SEM (error
estandar de la media). Para determinar si dentro de los datos experimentales existian valores
atipicos, se utilizé la prueba ROUT para outliers fijando el valor del coeficiente Q en 1%.

3.6 Analisis bioinformatico

Como parte de la exploracién de factores que pudieran influir en la regulacion transcripcional
del gen HVCN1 en humanos, se realizd un analisis del promotor de este gen en busqueda de
secuencias especificas de unién para factores de transcripcion. Para ello, se utilizé la base de
datos Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html) con el objetivo de obtener la secuencia
de las regiones del gen anotadas como promotoras. Por otro lado, se utilizd la base de datos
JASPAR 2024 (https://jaspar.elixir.no/) para obtener las matrices de frecuencia de posicidén
(MFP) correspondientes a los factores de transcripcion a evaluar. Estas matrices contienen, para
cada interaccion entre el ADN y un factor de transcripcion dado, la probabilidad de hallar cada
uno de los nucleétidos en cada posicidn. Finalmente, se escanearon las secuencias promotoras
del gen del canal en busca de coincidencias con las matrices de pesos posicionales
seleccionadas™.

Las MFPs se representan graficamente en forma de logos de secuencias, que muestran mediante
el tamafio de cada columna de letras el contenido de informacién de cada posicidn (una posicion
donde puede encontrarse al azar cualquier base es una posicién que no contiene informacién,
mientras que una posicidon donde se encuentra una base conservada es una region informativa).
Por otra parte, el grado de conservacién de los nucledtidos para cada posicidn se representa
mediante el tamaiio de cada letra dentro de una columna. En este caso, un mayor tamafo
relativo de la letra indica una mayor frecuencia de esa base en esa posicion. Por convencion, las
bases con mayor probabilidad de aparicidn se representan en la parte superior de la columna, y
las que aparecen con menor frecuencia se ubican en la parte inferior, como se ejemplifica en la
Figura 19.
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Figura 19: Ejemplo de un logo de secuencias, se muestra el correspondiente al sitio de unidn para el factor de
transcripcion TRa
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MA1574.2 = C A TCA
CAYTFIN I ENTAYC

Tabla 3: MPFs para los receptores TRa y TRP presentes en la base de datos JASPAR 2024. La
matriz MA1574.2 no se utilizé en el analisis

En este trabajo se utilizaron MFPs correspondientes a los sitios de unidn para receptores
nucleares de hormonas tiroideas TRa y B. La base de datos JASPAR presenta 4 MFPs para estos
receptores, las cuales se muestran en la Tabla 3. Se realizdé un curado de las mismas basado en
las secuencias descritas en bibliografia para estos sitios de unidn. Finalmente, decidimos trabajar
con 3 MFPs (MA1969.2, MA1576.2 y MA1575.2) y descartar a la matriz MA1574.2, ya que la
misma corresponde a un arreglo DR1 que, como se describié en la seccién 1.2.2, no coincide con
los sitios descritos en literatura para TRa y B. En caso de que se identifique un posible sitio de
unidn a factores de transcripcidn, la plataforma devuelve los resultados en forma de una tabla
donde se indica la secuencia de uniéon predicha, su posicion dentro de la secuencia que se
introdujo como input para el andlisis, en qué hebra (+ 6 —) se encuentra, y las puntuaciones
absoluta y relativa que se adjudican a ese sitio de unidn. La puntuacion absoluta (W) para cada
sitio de unién predicho se calcula mediante la férmula:

W = log (P(Site | Matrix) / P(Site | Background))

donde P(Site [ Matrix) es la probabilidad de hallar esa secuencia dadas las frecuencias en la MFP,
y P(Site|Background) es la probabilidad de hallar esa secuencia considerando las frecuencias
descritas por un modelo de fondo.

Como los valores que puede tomar la puntuacion W dependen del tamafio de la matriz utilizada,
se introduce una puntuacion relativa (Sre), que se calcula como:

Srer = (W - min) / (max - min)

donde min y max son las puntuaciones minima y maxima que pueden obtenerse para una
determinada matriz. De este modo, las puntuaciones se expresan en una escalaquevadeOal,
donde el umbral por defecto que utiliza JASPAR es 0,8. En el analisis realizado en este trabajo,
se utilizé un umbral de 0,825.
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4. RESULTADOS

4.1 Expresion y actividad del canal Hv1 a nivel basal

En este trabajo, evaluamos los efectos producidos por concentraciones fisioldgicas de HTs sobre
la expresion y actividad del canal Hvl en dos lineas celulares derivadas de PTCL. Para ello,
comenzamos por realizar una caracterizacion de la expresion y actividad basales del canal en
nuestras lineas celulares de trabajo.

4.1.1 Evaluacion de la actividad del canal Hv1 en lineas celulares derivadas de linfomas T

En primer lugar, evaluamos la funcionalidad del canal en ambas lineas celulares mediante la
técnica de Patch-Clamp. Para ello, realizamos curvas |-V, utilizando una solucidn intracelular de
pH 6,3 (SI) y una solucidon extracelular de pH 7,8 (SE1). En estos ensayos, observamos la presencia
de corrientes salientes de H* dependientes de voltaje en células HuT78, pero no asi en
Karpas299; los resultados se grafican en la Figura 20.
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Figura 20. Corrientes basales mediadas por el canal Hv1 en células HUT78 y Karpas299. La corriente fue determinada
mediante la técnica de Patch-Clamp, en la configuracién de célula entera, con un gradiente de 1,5 unidades de pH a
través de la membrana celular. A) Se muestra la media +/- SEM de los valores de corriente en funcidn del voltaje
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aplicado (curva I-V) en células HUT78 (n = 8) y Karpas299 (n = 4). Para el analisis estadistico, se realizd un test de
Student de dos colas para muestras no pareadas a cada valor de voltaje analizado,****p<0,0001 para voltajes iguales
0 mayores a -20 mV. B) Esquema representando la configuracion y las concentraciones de H+ utilizadas en la técnica
de Patch-Clamp, el protocolo de voltaje aplicado, y corrientes representativas obtenidas en ambas lineas celulares.

La sensibilidad al pH es una propiedad del canal Hvl, caracterizada por una marcada
dependencia de su probabilidad de apertura (y por lo tanto, de la corriente macroscopica
medida) con el gradiente de pH transmembrana. Para evaluarla, se determind la corriente
mediada por el canal empleando la configuracidon y protocolos descritos anteriormente, y
utilizando soluciones de diferente pH en el medio extracelular. De este modo, se registré la
corriente utilizando una solucién intracelular con un pH fijo en 6,3 (solucién Sl) y soluciones
extracelulares de pH 7,8 0 7,2 (soluciones SE1 y SE2).

A Hut78

150 o- pHSE7,8
© pHSE7.2

*

60

+40 mV ———

DI B

2s

Figura 21. Efecto del gradiente de pH a través de la membrana plasmatica sobre las corrientes basales mediadas por
el canal Hv1 en células HuT78. La corriente fue determinada mediante la técnica de Patch-Clamp, en la configuracion
de célula entera, con una solucién intracelular de pH 6,3 y una solucién extracelular de pH ajustado a 7,8 (ApH = 1,5)
o0a7,2(ApH=0,9). A) Se muestra la media +/- SEM de los valores de corriente en funcién del voltaje aplicado (curva
I-V) al utilizar una SE de pH 7,8 (n = 8) o de pH 7,2 (n = 11). Para el andlisis estadistico, se realizé un test de Student
de dos colas para muestras no pareadas a cada valor de voltaje analizado. **p<0,01 para voltajes entre -10 y 30 mV
B) Esquema representando la configuracién y las concentraciones de H* utilizadas en la técnica de Patch-Clamp, el
protocolo de voltaje aplicado, y corrientes representativas obtenidas en ambas condiciones experimentales.
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Como puede observarse, al disminuir el gradiente de pH entre los compartimentos intra y
extracelulares, la curva |-V se desplaza hacia valores mds positivos de voltaje. Es decir, para un
mismo pulso de voltaje aplicado, la corriente evocada es mayor cuanto mayor es el ApH. Este
resultado estd de acuerdo con las propiedades descritas para la probabilidad de apertura (Po)
del canal, contribuyendo a corroborar la identidad de estas corrientes como mediadas por
canales de tipo Hv1.

Otro enfoque que utilizamos para constatar que las corrientes observadas en la linea celular
HuT78 fueran mediadas por el canal Hv1 fue administrar en la solucidn extracelular un inhibidor
del mismo, y observar los efectos que esta aplicacion produjo en la corriente macroscopica
medida. Los resultados se exponen en la Figura 22, evidencidndose que la magnitud de la
corriente (inicialmente 40 pA) disminuye luego del agregado de CI-GBI en una concentracion de
200 uM, aumenta ligeramente cuando se perfunde la cdmara experimental con vehiculo, y
vuelve a disminuir cuando se administra una concentracion mayor del inhibidor (500 uM).

Hut78
30+ . .  —
00
404 S
o 1 Vehiculo
— 30- o [ CI-GBI 200 1M
z [ CI-GBI 500 pM
— 20- 0000 :omo
0000
10 =
U--rrrl-l-l-|-|1-rm1-|-n11-rm1-rrrrrrrrrrrrrrrrrrrm1111

0 5 10 15 20 25
Time (min)

Figura 22: Respuesta de la corriente observada en la linea celular HUT78 ante el agregado de concentraciones
crecientes de CI-GBI, inhibidor del canal Hv1. Se representa la magnitud de la corriente evocada al aplicar pulsos de
+40mV en funcidén del tiempo, indicando los intervalos de tiempo durante los cuales se administré Cl-GBI o vehiculo
en la solucién extracelular.

Una vez establecida la identidad de las corrientes observadas en las células HUT78 como
corrientes mediadas por el canal Hvl, decidimos evaluar nuevamente la funcionalidad de este
canal en la linea celular Karpas299, bajo condiciones aun mads favorables para el registro de
corrientes mediadas por el mismo. Para ello, utilizamos una solucién extracelular ajustada a un
pH 7,8 y una solucidn intracelular con un pH 5,5 (estableciéndose asi un ApH intermembrana =
2,3). Ademas, en algunos de los ensayos afiadimos ATP en concentracién 5 mM a la solucidn
intracelular, ya que el mismo actla como un estimulante de la actividad del canal®®. Los
resultados obtenidos se grafican en la Figura 23; no se observan corrientes mediadas por el canal
Hv1 en ninguna de las condiciones ensayadas.
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Figura 23: Registro de las corrientes evocadas por células Karpas299 en condiciones estimulantes de la actividad del
canal Hvl. La corriente mediada por el canal Hvl fue determinada mediante la técnica de Patch-Clamp, en la
configuracién de célula entera, con un gradiente de 2,3 unidades de pH a través de la membrana celular. Se muestra
la media +/- SEM de los valores de corriente en funcidn del voltaje aplicado (curva I-V) al utilizar una Sl de pH 5,5 (n =
2) o una Sl de pH 5,5 a la que se adiciond ATP 5 mM (n = 1).

4.1.2. Evaluacion de los niveles transcripcionales del gen HVCN1

Con el objetivo de estudiar si las diferencias observadas en la funcionalidad del canal se deben
a una diferencia en su expresion, decidimos evaluar los niveles transcripcionales del gen HVCN1
en nuestro modelo de estudio. En ambas lineas celulares se observd expresion del ARN
mensajero para el canal Hvl. Con el objetivo de comparar los niveles de expresién entre ambas
lineas, los resultados fueron normalizados a los valores obtenidos en la linea celular Karpas299,
a la cual se le asigno el valor de 1. Como se muestra en la Figura 24, se observé una tendencia
indicando que las células HUT78 presentan mayores niveles de mRNA correspondientes al gen
HVCN1 respecto a las Karpas299, sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente
significativa.
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Figura 24: Niveles transcripcionales basales del gen HVCN1 en ambas lineas celulares determinados mediante la
técnica de RT-qPCR. Los resultados fueron normalizados respecto al promedio de los valores obtenidos en la linea
celular Karpas299, al cual se le asigné el valor de 1. El grafico muestra la media +/- SEM (error estandar de la media)
en ambas lineas celulares. Test de Student de dos colas para muestras no apareadas.

4.1.3 Evaluacion de los niveles proteicos del canal Hvl

En vista de las diferencias observadas en los niveles de ARNm correspondiente al gen HVCN1
entre ambas lineas celulares, decidimos estudiar los niveles de expresion proteica del canal Hvl
en células Karpas299 y HuT78 mediante la técnica de citometria de flujo, tal como se describe

en la seccién 3.
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Figura 25: Niveles de expresion proteica basal del canal Hvl en ambas lineas celulares determinados mediante
citometria de flujo con un anticuerpo especifico para el canal, reconocido a su vez por un anticuerpo secundario
conjugado al fluoréforo FITC. A) Resultados normalizados respecto a la intensidad de fluorescencia media de la linea
celular Karpas299, al cual se le asigné un valor arbitrario de 100%. El grafico muestra la media +/- SEM en la linea
HuT78. Test de Student de una muestra respecto a una media tedrica de 1 (100%). B) Histograma representativo, en
el cual los picos a la izquierda (en color negro) corresponden a la autofluorescencia de ambas lineas celulares,
mientras que a la derecha aparecen superpuestos los picos correspondientes a Karpas299 (en verde) y HuUT78 (en
naranja).

Ambas lineas celulares presentaron expresion de la proteina Hv1. Debido a que los replicados (n
= 3) fueron realizados en distintas ocasiones, y ligeros cambios en el voltaje o ganancia del
equipo modifican fuertemente las medidas realizadas, observamos una gran variabilidad en las
medias de fluorescencia de distintas fechas para una misma linea celular. Para salvar este
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inconveniente, en cada fecha las intensidades de fluorescencia medidas fueron normalizadas a
los valores medidos para la linea celular Karpas299, a la cual se le asignd el valor de 100%. Como
se muestra en la Figura 25, si bien las células de la linea HuT78 registraron una intensidad de
fluorescencia un 10% mayor a la de Karpas299, esta diferencia no fue estadisticamente
significativa.

4.2 Efecto de concentraciones fisiologicas de HTs sobre la expresion y
actividad del canal Hv1

4.2.1 Andlisis bioinformatico

Como describimos anteriormente, en este trabajo utilizamos la base de datos JASPAR para
identificar posibles sitios de interaccién de los TRs con las secuencias promotoras del canal Hv1.
Los resultados indicaron que existen tres sitios probables de unién a TRs con un puntaje relativo
superior a 0,825. Las secuencias de los sitios hallados se muestran en la Tabla 4 y en el Anexo I.

Sitio predicho Matriz Score relativo | Posicion | Hebra Secuencia
Sitio | MA1969.2 | 0,846 232-249 + CTGACCTCAAGTGATCCG
MA1575.2 | 0,839 1673-1689 | — TATCCTGAATCCGGCCA
Sitio Il
MA1575.2 | 0,835 1673-1689 | + TGGCCGGATTCAGGATA
MA1575.2 | 0,849 3966-3982 | — CAACCCCAAGGAGGTGA
Sitio Il
MA1575.2 | 0,847 3966-3982 | + TCACCTCCTTGGGGTTG
Tabla 4: Sitios de unidn predichos para TRa/B en la regidén promotora del gen HVCN1. En
amarillo se resaltan los sitios correspondientes a un arreglo DR4 y en verde los
correspondientes a un arreglo IP6, descritos en la seccién 1.2.2.

Este tipo de analisis tiene una alta sensibilidad (en la gran mayoria de los casos se detectan los
sitios que in vivo son activos) pero una muy baja selectividad (muchos de los sitios detectados
por este analisis no tienen funcionalidad in vivo). Por ello es que procedemos a realizar
experiencias de laboratorio, para observar si el tratamiento con HTs in vitro produce algun
efecto en la expresion o funcidn del canal en las lineas celulares con las que trabajamos.

4.2.2 Evaluacion de los niveles transcripcionales del gen HVCN1 en células tratadas con
concentraciones fisiologicas de HTs

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos mediante analisis bioinformaticos, decidimos
estudiar los niveles transcripcionales del canal Hvl en ambas lineas celulares en presencia de
HTs o vehiculo. Para ello, se realizaron tratamientos de 6 horas de duracién con concentraciones
fisiolégicas de HTs (tal como se describe en la seccion 3.1), luego de los cuales se evaluaron los
niveles transcripcionales del gen HVCN1 en comparacién con los controles a los que se les
administré vehiculo, mediante la técnica de RT-gPCR. Para el tratamiento estadistico se
relativizé el valor obtenido en cada muestra tratada con HTs respecto al valor obtenido en su
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correspondiente muestra control (tratada con vehiculo), asignandole a esta ultima un valor
arbitrario de 1.

Los resultados correspondientes a la linea Karpas299 se exponen en la Figura 26. Como puede
observarse, el tratamiento con HTs produjo un aumento de los niveles de ARNm del gen HVCN1,
registrando en promedio un valor correspondiente a 5 veces el nivel observado en la condicién
control, sin alcanzar significancia estadistica (p valor = 0,0594; n = 5).
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Figura 26: Efecto de las HTs sobre los niveles transcripcionales del gen HVCN1 en células Karpas299. A) Media +/- SEM
del valor de cambio (fold) en células tratadas durante 6 h con concentraciones fisiologicas de HTs respecto a las
tratadas con vehiculo, a las que se les asigno el valor de 1. Test de Student de una muestra respecto a una media
tedrica de 1. B) Valores de fold change obtenidos en los 5 replicados.

Sin embargo, cabe destacar que tan solo uno de los replicados (denominado como HTs #1 en la
Figura 26B, con un fold change de 0,984) presentd niveles constantes de expresién del ARNm
para el canal entre la muestra vehiculo y la muestra tratada con HTs, mientras que todos los
demas replicados mostraron un aumento de la expresién en la muestra tratada respecto al
vehiculo. Por ello, podemos aducir que es posible que el tratamiento con HTs realizado en la
muestra #1 no haya sido exitoso (debido a algin problema en la preparacién o almacenamiento
de las diluciones de hormonas, o por un error experimental al no haber agregado las hormonas
al pocillo correspondiente).

En cuanto a la linea celular HuT78, también se hall6 un incremento en los niveles
transcripcionales del canal de las células tratadas con HTs con respecto al grupo control. Los
resultados se exponen en la Figura 27, donde se observa que las muestras tratadas con HTs
presentaron en promedio un nivel de expresién de ARNm para HVCN1 correspondiente a 1,6
veces el nivel de la condicién control, alcanzando significancia estadistica (p valor = 0,0161; n =
5).
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Figura 27: Efecto de las HTs sobre los niveles transcripcionales del gen HVCN1 en células HuT78. A) Media +/- SEM
del valor de cambio (fold) en células tratadas durante 6 h con concentraciones fisioldgicas de HTs respecto a las
tratadas con vehiculo, a las que se les asigno el valor de 1. Test de Student de una muestra respecto a una media
tedrica de 1. B) Valores de fold change obtenidos en los 5 replicados.

En resumen, el tratamiento con concentraciones fisiolégicas de HTs resulté en un aumento
significativo o una tendencia ascendente en los niveles transcripcionales correspondientes al
gen HVCN1 en ambas lineas celulares.

4.2.3 Evaluacion de los niveles proteicos del canal Hv1 en células tratadas con
concentraciones fisiologicas de HTs

Habiendo establecido que el tratamiento con HTs resultd en un incremento de los niveles
transcripcionales del gen, procedimos a analizar la expresion a nivel proteina del canal Hvl
mediante la técnica de citometria de flujo, tal como se describe en la seccidn 3.2. Inicialmente
decidimos estudiar los cambios en la expresién proteica del canal Hvl en ambas lineas celulares
luego de someterlas a tratamientos con hormonas durante 24 y 48 horas (que posteriormente
agrupamos, denomindandolos tratamientos a tiempos largos).
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Figura 28: Efecto del tratamiento con HTs a tiempos largos (24 y 48 horas) sobre los niveles proteicos del canal Hv1
en las lineas celulares A) HuT78 y B) Karpas299. Los niveles de proteina fueron determinados mediante citometria de
flujo con un anticuerpo especifico para el canal, reconocido a su vez por un anticuerpo secundario conjugado al
fluordforo FITC. El grafico muestra la media +/- SEM de la intensidad de fluorescencia en células tratadas con niveles
fisioldgicos de HTs respecto a las tratadas con vehiculo, a las que se asigné un valor arbitrario de 100%. Test de Student
de una muestra respecto a una media tedrica de 1 (100%).

Los resultados de los tratamientos para ambas lineas se muestran en la Figura 28. Para el
tratamiento estadistico se relativizd la media de intensidad de fluorescencia en cada muestra
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tratada con HTs respecto al valor obtenido en su correspondiente muestra control (tratada con
vehiculo), asignandole a esta Ultima un valor arbitrario de 100%. Como puede observarse, no
existen diferencias significativas en los niveles de proteina Hv1 entre las muestras tratadas con
HTs y las expuestas Unicamente al vehiculo.

Dado que no encontramos diferencias en la expresion proteica del canal Hvl después de los
tratamientos con concentraciones fisioldgicas de HTs a tiempos prolongados (24 y 48 horas) y
teniendo en cuenta que anteriormente observamos un incremento en los niveles
transcripcionales del canal tras un tratamiento de 6 horas con HTs, optamos por evaluar los
niveles proteicos luego de realizar tratamientos menos prolongados. Sobre la linea celular
HuT78 realizamos tratamientos con duraciones de 3 y 6 horas (que posteriormente agrupamos,
denominandolos tratamientos a tiempos cortos); mientras que, por limitaciones en la cantidad
de anticuerpo primario disponible, pudimos realizar una uUnica réplica de un tratamiento de 6
horas sobre células de la linea Karpas299. Los resultados se exponen en la Figura 29.
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Figura 29: Efecto del tratamiento con HTs a tiempos cortos (3 y 6 horas) sobre los niveles proteicos del canal Hv1. Los
niveles de proteina fueron determinados mediante citometria de flujo con un anticuerpo especifico para el canal,
reconocido a su vez por un anticuerpo secundario conjugado al fluoréforo FITC. (A) Media +/- SEM de la intensidad
de fluorescencia en células HuT78 tratadas con niveles fisioldgicos de HTs respecto a las tratadas con vehiculo, a las
que se asignd un valor arbitrario de 100%. Test de Student de una muestra respecto a una media tedrica de 1 (100%).
(B) Histograma de intensidad de fluorescencia del Unico tratamiento con HTs realizado a tiempos cortos en células
Karpas299. El pico a laizquierda (color negro) corresponde a la autofluorescencia, mientras que a la derecha aparecen
superpuestos los picos correspondientes al tratamiento con HTs (en rojo) y con vehiculo (en azul), evidenciando que
no hay diferencias entre ambos grupos experimentales.

En sintesis, los tratamientos con concentraciones fisioldgicas de HTs no produjeron cambios en
los niveles de proteina Hv1l, en ninguna de las duraciones ensayadas.

4.2.4 Evaluacion funcional del canal Hv1 en células tratadas con concentraciones fisioldgicas
de HTs

Finalmente, evaluamos los efectos producidos por las HTs en la funcion del canal Hv1. Para ello,
las células fueron tratadas con concentraciones fisioldgicas de HTs o vehiculo durante 48 horas
y, posteriormente, se registrd la corriente mediada por el canal mediante la técnica de Patch-
Clamp. Como puede observarse, el tratamiento con HTs no modificd significativamente la
corriente a ninguno de los voltajes evaluados. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
mediante citometria de flujo al evaluar los efectos de las HTs sobre la expresidn proteica del
canal.
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Figura 30. Efecto del tratamiento con HTs durante 48 horas sobre la funcionalidad del canal Hv1 en células HuT78. La
corriente mediada por el canal Hv1 fue determinada mediante la técnica de Patch-Clamp, en la configuracidn de célula
entera, con un gradiente de 1,5 unidades de pH a través de la membrana celular. A) Se muestra la media +/- SEM de
los valores de corriente en funcidn del voltaje aplicado (curva I-V) en células Hut78 cultivadas en presencia de HTs (n
=12) o vehiculo (control, n = 15). Para el andlisis estadistico, se realizé un test de Student de dos colas para muestras
no pareadas a cada valor de voltaje analizado. B) Esquema representando la configuracidon y las concentraciones de
H* utilizadas en la técnica de Patch-Clamp, el protocolo de voltaje aplicado, y corrientes representativas obtenidas en
células HUT78 en ambas condiciones experimentales.

Estos ensayos fueron también realizados en células Karpas299, con el fin de evaluar si el
tratamiento con HTs inducia la expresion del canal Hv1 en la membrana celular, permitiendo asi
el registro de corrientes evocadas por el mismo mediante la técnica de Patch-Clamp. Como
puede observarse en la Figura 31, no observamos corrientes de H* en las células Karpas299 en
ninguna de las condiciones ensayadas.
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Figura 31. Efecto del tratamiento con HTs durante 48 horas sobre la funcionalidad del canal Hv1 en células Karpas299.
La corriente mediada por el canal Hv1 fue determinada mediante la técnica de Patch-Clamp, en la configuracion de
célula entera, con un gradiente de 1,5 unidades de pH a través de la membrana celular. Se muestra la media +/- SEM
de los valores de corriente en funcidn del voltaje aplicado (curva I-V) en células Karpas299 cultivadas en presencia de
HTs (n = 6) o vehiculo (control, n = 4). Para el andlisis estadistico, se realizd un test de Student de dos colas para
muestras no pareadas a cada valor de voltaje analizado.
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5. DISCUSION

Comenzamos este trabajo caracterizando la actividad del canal Hvl en dos lineas celulares
derivadas de PTCLs (HuT78 y Karpas299), motivandonos por reportes previos que indican que la
corriente mediada por este canal se encuentra aumentada en la linea celular Jurkat
(correspondiente a linfocitos T tumorales), en relacion a la corriente observada en en linfocitos
T normales®®. Llamativamente, utilizando la técnica de Patch-Clamp observamos una ausencia
de corriente mediada por el canal Hv1 en la linea celular Karpas299, mientras que las células
HuT78 presentaron corrientes salientes de H+, dependientes del voltaje y del pH e inhibibles por
CI-GBI, compatibles con corrientes mediadas por el canal Hv1. Esta importante diferencia entre
ambas lineas celulares, que no ha sido reportada hasta el momento en literatura, nos llevd a
cuestionarnos si la falta de corriente en las células Karpas299 se debia a una ausencia de la
expresion del gen HVCN1.

Para evaluar esta hipdtesis, decidimos caracterizar la expresién del canal Hvl a nivel
transcripcional y proteico tanto en Karpas299 como en HuT78. Los resultados obtenidos
demuestran la presencia de ARN mensajero y proteina correspondiente al canal Hvl, en ambas
lineas celulares. En concordancia con los resultados obtenidos mediante la técnica de Patch-
Clamp, observamos mayores niveles transcripcionales para el gen HVCN1 en las células HuT78
en comparacién con las células Karpas299; sin embargo, esta diferencia no se observo al evaluar
los niveles proteicos del canal.

Debido a que los analisis bioinformaticos realizados sobre las regiones promotoras del gen
HVCN1 nos permitieron identificar 3 posibles sitios de unién para los receptores nucleares de
HTs, decidimos evaluar los efectos producidos por concentraciones fisioldgicas de estas
hormonas sobre la expresidon del canal Hvl en ambas lineas celulares, y sobre las corrientes
mediadas por el mismo en nuestro modelo de estudio. En este sentido, encontramos que las
HTs producen un aumento en la expresidon transcripcional del gen HVCN1 en ambas lineas
celulares, pero este aumento no se ve reflejado en los niveles de proteina ni en la corriente
mediada por el canal. A continuacion, se discutiran con mas detalle distintos aspectos de este
trabajo.

5.1 Diferencias en la expresion y actividad del canal Hvl entre ambas lineas
celulares

Tal como se describe en la seccion anterior, a partir de los ensayos de RT-qPCR realizados,
detectamos una diferencia en los niveles transcripcionales del gen HVCN1 entre las lineas
celulares HUT78 y Karpas299, siendo que los niveles de ARN mensajero en la primera tienden a
ser mas altos que en la segunda. Este resultado concuerda con reportes de RNA-Seg” publicados
en bases de datos de acceso publico (disponibles en cBioPortal Database
https://www.cbioportal.org/), segun los cuales la linea celular HuT78 presenta una expresion 8
veces mayor que la linea celular Karpas299. Sin embargo, no detectamos diferencias en los
niveles proteicos de expresion del canal Hv1 entre las dos lineas celulares utilizando la técnica
de citometria de flujo. Por su parte, cuando utilizamos la técnica de Patch-Clamp para estudiar
la actividad del canal Hv1 situado en membrana plasmatica, encontramos corriente mediada por
el mismo sdlo en las células de la linea HuT78, mientras que las células Karpas299 no evocaron
corrientes pese a nuestros intentos de forzar al sistema hacia su estado conductivo (mediante
un aumento del gradiente de pH a través de la membrana y un agregado de ATP, inductor de la
actividad del canal Hv1, a la solucién intracelular).
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Debido a que en Karpas299 hemos hallado expresidn tanto a nivel transcripcional como proteico
del canal Hv1, resulta interesante discutir las posibles razones de la ausencia de corrientes de H*
observada en los experimentos de Patch-Clamp en esta linea celular. Una posible explicacién es
gue el canal se encuentre localizado en membranas intracelulares en esta linea celular. Debido
a que la técnica de Patch-Clamp en la configuracién de célula entera permite el estudio de
canales idnicos situados en la membrana plasmatica, no resultaria posible entonces evidenciar
su actividad mediante esta metodologia. Cabe mencionar que en un ensayo preliminar de
inmunofluorescencia que realizamos en la linea celular Karpas299, se detecta marca
fluorescente alejada de la membrana plasmdtica, pudiendo corresponder a una localizacién del
canal en membranas intracelulares (sin descartar que puede tratarse de proteinas que se
encuentran transitando el proceso de localizaciéon hacia la membrana plasmatica). Apoyando
esta linea, existen algunos reportes de localizacién del canal Hvl en membrana mitocrondrial
de linfocitos CD8+, tal como se menciona en la seccidn 1.3; aunque hasta el momento esto no
se ha reportado en células CD4, que son las utilizadas en esta tesina®.

Otra hipdtesis posible es que las células Karpas299 expresen una isoforma no conductora del
canal. En este sentido, el canal Hv1 presenta homologia con la estructura del dominio sensor de
voltaje de otros canales idnicos voltaje operados, como los canales Kv®, y también con el
dominio sensor de voltaje presente en una proteina fosfatasa, que regula la actividad enzimatica
de la misma®. Por ello, el canal Hv1l en estas células podria estar actuando como un sensor de
voltaje y/o pH, transduciendo la sefial a otras estructuras de la membrana celular que actuaran
como efectoras.

5.2 Regulacion del canal Hv1 por parte de las HTs

En las lineas celulares Karpas299 y HuT78, el tratamiento con concentraciones fisioldgicas de
HTs tuvo como consecuencia un aumento en los niveles de ARNm del gen HVCN1, constituyendo
este estudio el primer informe sobre la regulacidn transcripcional del canal Hvl mediada por
estas hormonas. Este resultado, junto con nuestro hallazgo mediante un anlisis bioinformatico
de tres posibles sitios de unién para receptores nucleares de HTs en el promotor del gen HVCN1,
nos lleva a postular que el aumento transcripcional observado podria deberse a una accion de
las hormonas mediante su mecanismo clasico, mediado por los TRs.

Sin embargo, como el aumento a nivel transcripcional luego del tratamiento con HTs no se vio
reflejado en un aumento de la expresidon protéica del canal en ninguna de las dos lineas
celulares, ni se tradujo en una modificacion de la actividad funcional del canal Hv1 en la linea
HuT78, es posible postular la existencia de mecanismos postranscripcionales o
postraduccionales que regulen la expresion del canal Hv1.

5.3 Problemas de reproducibilidad observados

En la comparacién de los niveles basales de ARN mensajero del gen HVCN1, realizada mediante
la técnica de RT-qPCR, nuestro resultado experimental sugiere que los promedios de expresiéon
para ambas lineas difieren considerablemente, en el mismo sentido que indican reportes previos
de RNA-Seq® (disponibles en cBioPortal Database https://www.cbioportal.org/), segtn los
cuales la linea celular HUT78 presenta una expresiéon 8 veces mayor que la linea celular

Karpas299. Sin embargo, no fuimos capaces de validar esta diferencia estadisticamente con
nuestros resultados experimentales debido a que se observd una gran variabilidad intragrupo
en los niveles observados para cada linea celular. Esto puede deberse, en parte, a la diversidad
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existente entre las muestras celulares utilizadas (descongeladas de distintos viales y cultivadas
en distintas fechas).

Ademas, cabe destacar que durante el periodo de tiempo en el que se realizd la seccién
experimental de este trabajo ocurridé una contaminacién por micoplasma en el cuarto de cultivo
de lineas celulares, que se mantuvo durante varios meses. Se ha reportado que lineas celulares
infectadas con micoplasma sufren cambios en su metabolismo, por lo que este factor podria ser
responsable, al menos en parte, de la variabilidad observada®.

5.4 Perspectivas a futuro de la linea de investigacion

Para obtener una mejor comprensidon de la funcidon del canal Hvl en las lineas celulares
Karpas299 y HuT78, derivadas de LCTs, nos proponemos realizar una serie de ensayos a futuro.
En primer lugar, realizaremos estudios de inmunofluorescencia para observar la distribucién
subcelular del canal Hv1 y detectar posibles diferencias en la ubicacién del mismo entre las dos
lineas celulares. Actualmente disponemos de resultados preliminares que sugieren una
localizacién del canal en membranas intracelulares en células de la linea Karpas299. Otra
posibilidad seria realizar una secuenciacién del ARN mensajero del canal Hvl en las lineas
celulares estudiadas, de modo de revelar posibles variantes de splicing alternativo (que podrian
codificar para diferentes isoformas del canal, incapaces de conducir corriente) e identificar
secuencias de localizacion (que podrian confirmar la ubicacion del canal en membranas de
organelas intracelulares).

Con el objetivo de dilucidar los mecanismos de regulacién mediados por HTs, nos proponemos
en primer lugar completar los estudios de citometria de flujo en la linea celular Karpas299, para
evaluar con mas precision si existe una regulacién de los niveles de expresién del canal Hv1 a
nivel proteico. Para profundizar en el estudio de la regulacién transcripcional, nos proponemos
dos posibles experimentos para evaluar si la regulacidn al alza esta efectivamente mediada por
los receptores nucleares de HTs. Por un lado, podriamos realizar un silenciamiento de los genes
codificantes para TRs mediante interferencia por ARN (contamos actualmente en el laboratorio
con siRNA contra el gen THRA) y observar si los tratamientos con HTs siguen produciendo un
aumento de los niveles de ARNm para el gen HVCN1 o si, por el contrario, el efecto regulatorio
de las HTs deja de observarse. Otra opcidn es realizar en nuestras lineas celulares de trabajo una
inmunoprecipitacién de cromatina(ChiP) utilizando anticuerpos especificos para TRs, y de este
modo determinar si existe una interaccidn entre estos factores de transcripcion y la region
promotora del gen HVCN1.
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6. CONCLUSIONES

Pudimos detectar en ambas lineas celulares expresion del canal Hvl, tanto a nivel de ARN
mensajero como a nivel de proteina. Mediante la técnica de Patch-Clamp, fuimos capaces de
medir en la linea celular HUT78 corrientes de H* compatibles con las corrientes mediadas por
este canal idnico: tienen una magnitud y una cinética de activacién coincidentes con las
reportadas previamente en bibliografia, su probabilidad de apertura presenta una dependencia
con el gradiente de pH establecido entre ambos lados de la membrana, y fueron inhibidas por
CI-GBI. No pudimos detectar actividad del canal Hv1 en la linea celular Karpas299, postulando
como posibles causas la localizaciéon del canal por fuera de la membrana plasmatica o la
existencia de una isoforma no conductiva del canal.

En cuanto a larelacién entre las HTs y el canal, identificamos mediante un analisis bioinformatico
tres sitios probables de uniéon a TRs en la region promotora del gen HVCN1 (factores de
transcripcién activados por HTs). Posteriormente, comprobamos que el tratamiento in vitro con
concentraciones fisiolégicas de HTs incrementa los niveles de ARNm para este gen, siendo este
trabajo el primer reporte de regulacién transcripcional del canal Hvl. Pese al aumento de la
expresion transcripcional, no detectamos que el tratamiento con HTs produzca un aumento a
nivel proteina del canal Hvl. En HuT78, la linea en la que pudimos aplicar exitosamente la técnica
de Patch-Clamp, tampoco observamos que el tratamiento produjera diferencias en las
propiedades de las corrientes medidas.
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7. ANEXOS

Anexo |: Regiones promotoras del gen HVCN1 y sitios de unidén predichos para TRs.

Se muestran las secuencias de las regiones del gen HVCN1 etiquetadas como promotoras, y
sobre ellas se resaltan los sitios de union predichos para TRa/B. En amarillo se muestra el sitio
correspondientes a un arreglo DR4 y en verde los correspondientes a un arreglo IP6, descritos
previamente en la seccién 1.2.2.

>RegProml dna:chromosome chromosome:GRCh38:12:110686000:110690201:1

AATTTTTTTTTTCCCCTGAGACAGAGTCTCGTTCTGTTGCCTAGGCTGGAATGCAGTGGTATGATCTCGG
CTCACTGCAACCTCTGTCTCCCAGGTTCAAGCGATTCTCCTGCTTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGATTAT
AAGTGCCCACCACCACGCCCAGCTAARATTTTTTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTTGCCACGTT
AGCCAGGCTGGTCTCAGACTCCTGACCTCAAGTGATCCGTTGCCTCAGCCTCCTAAAGTGCTGGAATTAC
AGGCATGAGCCACCGTGCCTGGCCTAATTCTAAAAAATTATTTTGAAATAAACTTTCAAGAAAACTTTAA
AGAGGTTCTTTCTCTCCCCACAGTTACATGCTGAGGGTGCAAGGGACTCTTAGACTTTCTCGCTGGTTGA
CTGGCAGAGCAACTTCTGGACCCAGCAGAGTTCAGCTTTGCATGTCCCTATACCAGCCCCCTGGGATTCT
CAACCTGCTCTCACGAGAGGGGCTCAAGTGGAACCATCACCACAAGAGGAGGTGAAGGGAAARATTAAGG
TGCCCTGGAGATTTCCTACCTTTGCAAGACAGGAGCTAGAACTAGCACACACGCAGAGGAACACTCAGCT
TCAGCAATTCAAGCAACAGAAACTTTAAAACTACCATGCCCTTCTCCATTAAACTAGCCAAAACAAATAR
AAAGGATAAAAACCAATGCTTGCAGAGCTGCAGAGARATGTGCACACATTCCTGGGGATGATTTTTCTAA
ATAGCTACCTGGTCACAAGAGGTAAGTGCTTCCAAAATGATCCCACCCTTGACTTGCACACCTTGGTTAG
GAAACTGTATCTCCAAGAAGCCATTTGATAGCCAAAAACATGCACAATATGGACAATGATATTTATAGCT
AAGTTGAATAGTATGGCTAAAACCTGGAAGTGGCCCTCAACCCCCAAGCCCTACTTTAGGGAAAAGCTGA
GGAAGGCAGTGGGCTCTTGGGAGGGATAATTCTGAAGTCTATGTAGARACGGGAGAAAAAATGCTGTCAA
GCAGTGAGAAGARAAATAGGCTGATGGCTGACACATTGCCTGCAACTGTACAAAACTATCTGAGCCATTC
CTAGGTGCCAGGCACTGATTTCCCAGGTTCTGGGAAATCCAAGGTGAAGAGGAAAGGGCAAGATCACGAT
CCTGGTAGACTGACATGTTACCTGGGGAGACARACAAGGAAGCAAGGAAATATACAAGACAGACCACACC
CCCCCCCCCCAGCTAAGCACTGGGAAGCCAGCCAGCCAGAGTAAGGGGCCAGGGAGCAGGCGGGGTCTCC
TTAAGTGGGGTGGTCAGGGACAACTCGACATTTATGGTGTGCCCTGAATTACAAGGGAGTATGTCACAGA
TTGCAGAGAAGAGCATTCCCGGGAARAGGAAGAACACGTGTGCTGTGCACAGCCCCTGAGAGAGCGGAGT
ACTTAGGAGGTGGCGGCTGGGGACAGCAGTGGACAGGACAGTGGCCAGAGAGAAAAATTGAGAATAATCA
CACAGGGCCTGATCATGGAGAGGGCTTGGCAGGCGATGCTGGGGATTTGGATGGAAGTGAGGGGTCCAGC
GTGATGAGGCGGCAAGAGATGCTGGCGGCCTGGTCTCAGGGTGGAAGTAGGGGGTGGAGGGGHEECCEEA
FTCAGEATATGCTTTGGGTTAGAACTTGTCGCTAGCCTAGACTGTGGGGAAGGGACGAGGAGCGGGGTGG
TGGATGACAGCTCCCAGGGCCCAAGCCCCAATGACTAGCAAAGGATCAAGTCTGGGGACAAGAACACTCT
GGCTTTCTCCTTCTTGCTAAACCTGTGTCGGGGAGGGCAGGGGCCACAGAGCAGCTCTGGACCTTGTGCA
AGCCTCAGCCCAGAGATTTTCAAAACCCTGCCCTTATCAGCCTTTCCCTCTGGGGAGTCAGCCAGAGAAG
TTGCCACCCCCTCACCTTGGTCTTACTCAAGCAGCTCCTAGTTGCTGGTGGGGCTGTCCGGARATCCTGC
AGATCTCAGATAGCCCTGAACAACCTGAAGTTARAGGTGCCCAGGACAGAGAAGTACTCTCAGAGGGGCA
GGACGGAGGGTGGAGGAAGCACTGGAACCATGAACTTTTGGTAGTAACCTGGTGCCAGGGGCTAAGCCTG
TACACCAAGCATCTTATATCATCTTCTCAGCAATCCTGCGAGGTAGGTACATGCTTAACCTCATGGGACA
GATGCGGAAACTGAGGCAGAGACAGGCCAAGTCACGAAGCTGAGCCTGCAAGATCCCCCACACCCAGCAC
TGGTAAAAGTGGTGGGGGCAATGTTGGAGGGAGTTCCACTGAGGAACTGCTCTCCCCTCTCTGTCTTGGC
GTTTACCCTGGCCCCAATCACTCTTGTTCCTCAGCATCTCTGTCTCCAACAGGTGGGTGCTTTTARAGTG
TTTCTAGGGAAGAGTTTGCTTCCCCGGGGCTCCTCCTTCAGGGATGGCTGGGCCTGCTCATTGCAGCCTT
CTCCCGGGACATCCAGCACTGCCTCTGCCCCTGCTTCTCTCCTACAATCTCCCGGGAGGGCAGCGGGGCA
GGGACGATGCATCCGAGGACTTAGGGGACACAGACCTGGTTGTGAGTTCTGGCTCTGCCTCCTTTGGCTG
TGTGACCCAAGGCAAGGGGCTTGGCCTCTCTGCGTCTTGGTTTCTTCACCTGT TAAGAGGGAGACGACGA
TGGTCACCTGTGGCTGCTGCGCGGAGTGTGAAGAACTGAAGGCACCTGGCCCAGGGCGGCGCGCACCACC
AACTCTCCGGGATCGGGGGGTCACTAGGGCCAGCGTCTCCCGCGTTCCCCTCCCCTGGACTCCAGTCCCT
GCCGAGGGGAAGCACTGCCCGCCCGCGCCGGGACACGCCAGAGCCGAGGGCAACCGAGGGCTGGGGTCCT
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GCTGGGGCTCCACGGCGAGGCCTGGACAGCGGAGATGCGGGGGGGGGTCCCCTCTTCTCGGARAGGATCGG
GCACTGGGGGTCTTGTAGAAAGGGCTGCACGCCAAACGGGGTACGCCCCCCGCCCGGCCCGAGCACTTAC
CCGGCGCCCCACCCGCCCGCGGTCACCGCTGCGACTGGGAGCCTCAGAGCAGGTCCGGCCCAGCCCGTCC
CGCCCCGTACCGTACCAGGCCCCGCCCCCGCCCGGGCCGCCCCCGCCCCCGTCCCCGCCCCCACAGCCCG
CAGACCCCCAACGGTCGGCGGGCTTCTAGGCCTCGGCCCGGGTCTTAGTCCCCTTGTCCCTGCCTGTGGT
CAGTCCACCCGTTCGTCCCTACCTCCCTCACCCCGGCTGCCTCCCGCCCCGCAGGGTGGGCCTGTCCTGG
GCCTCCCGCAGTTACARAGGTCCCGCCCGTGGGAGCGAATCGCGGATCACARAAATCCTGCCCCGGGCCA
GCCTAAGGGAAGGGTGGGCGGGGGAACCACTTCCTTCCTCCGCCGGCTGGAGCGGGGCGAATCCACCCCG
CCAACCCCTTTCGGGGAGCTTCTGCTCCATCCCACCGTCTCCGGGCCACCCCTGCCTCTGGGTCTCCTGA
TTCCTTGGCCTCGTCCCCTGCACAGTTTCTGCCATGCAGGGGTGGAGGGTGGGCAGCACGCTCTGACGAA
TGAGCAACCTCTCAGCCCTCAGAACTTCCCTTGGTCGAGGGCTCTGAGGCTGCTCATGGGATGGTACTGG
CAAGAGGGAGCCTTACCGCGTGCAGCCCCTGCCTGTCCTGGGCCGCCTTGCTCCGGGCCAACTCGTACGG
CCCCGCAGGCGCAGGCCCAGCTCTGAAGTCCCTCCCCTGTGGGCCCTCCCAGCACCCTGTTCACACAGTC
GAATCAGTTCTGTTAGCTTCTGTCTTCCCCCAGAGACCATTTGTCCCAAACATCCTGCAAAGCCGTCTTC
TGCACACCTCTCCCTTCCGGTTGAGTCGGGGCTGTGGGGAGAGGC HCACCTCCIICEEEIEGETGT TAGTT
TCCTCATGCCGCTGTTAACAGATCACCACAAACCTAGTGGCTTAACACAAATGTGTTATCTTACAGCCCT
GGAGGCCAGAAGTCTCAGATGGGTCCTACAGGGCCAGAATCAAGGTGTGGGTGGGGCTGTGCCTTCTGGA
GGCGCCAGGGTAGTGTGTTCCTTGCTTTTCCCGGCTGGAGAGGTGCCTGTGATCCTTGGCTGTCTCAATC
CG

>RegProm2 dna:chromosome chromosome:GRCh38:12:110691200:110691601:1
CTACAGGCGCCCGCCACCACGCTCGGTTAAATGTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCACCGTGTT
AACCAGGATGGTCTCGATCTCCTGACCTCGTGCTCCGTCCTCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACA
GGCGTGAGCCACCGCGTCTGGCCAGAAGGCTTTCTTAAAAACATTTTGGTCAGATCTCCTGACTTCTCAG
TCATGTATTATTACAACAGCCCCATGCCAGTTTCTAAGGCATAGTCTGGTCCATTTTCAACTTCAACTTC
CTTATATTTTATTAAAAATTCTCCTCCTCCCCCAGGGCCAGCTAGACAGAGTGGAGAGGATGTGGGGACT
GCTCCCAACAGCCCCTCCTCTGTGTTCACTCCCCTCTGGTTGAGGAAGGGAA

>RegProm3 dna:chromosome chromosome:GRCh38:12:110693800:110694001:1
GATGCATTCGTTCTGTTTTATGCATTGAAAAACATTACTCTTGGAAGAGGTCCAGAAGCTTCCCCAGATG
TCAAAGGCCCCAGATTACAAAAAGATTAGGAACTGCGTTAGATGAAGGACTTGTTCCGGTTTGGGCAATA
CCAAAGCAGTTCTCTTACACAAGGCAGTCCTTGCCCCACCCCCGGTCCTCCGCATTTCTTAC

>RegProm4 dna:chromosome chromosome:GRCh38:12:110698200:110698801:1
ATGTTGCCCAGGCTGGTCTTGAACTCCTAGCTTCAAGCGATCCTCCCGTCTTGGCCTCCTAAAGTGTTGG
GATTACAGGCGTGAGCCTCTATGCCCAGCCTTTCCTGTCTGTTGAAGTCGGTGAGACTTAACATTGGGAA
GATGGAGGCAGAAGACACTAGAAATATGCTCTAACTCACTTTAGTGAGCAGAGCCTTACACTCAAGGGTT
TAGCAGCATCTCCTTGTTCCACCTGCTGGTTGCTAGTGGAAAGTGCTCTCCACACCTCGGTTCCGCCCTC
CAGGCCAACTAGAGGCTTCCGCAGCCGCTGCAGCACTGGAGCAGAGCCGAGGTGGGAGGACTCCTGGCTT
CTCCACCACCGGAGTCTACATTGAACTCCCTCGCACCCCTTGCAGTTACCTGTTGCAGCAGAGGTCATGT
GATCATCAAATGCTCTGGCCAGGGGGACCCGAGCACTGTCTGCAGGGACTTCCAGGAGTTTCCTCCTCCT
GCGTCTCCTTCCTCTGGACAAGGCCCAGTGCTGAGTCACTCCGTCCACTGGCCCTGGGCAGCCCCCGCTT
CCCTCCTTCCGTTTTTGAGAGGAGTGGACCTGTTTACTCATT

>RegProm5 dna:chromosome chromosome:GRCh38:12:110619600:110620000:1
CAAAGCACTAACAGAACTTTCCAAGCGAGTCAGATCATTAGCCACTTTGGGGAAACCTCTGATTGTGGGA
TGCTCAAACTGACTCATTTCCACTTCACAAATTTCCCCCAAAGTGCAATAGGAAAAATAAAATGGATCTT
TTTTATGAAATTGACTTATGGTACACTGTGGTGGCAGGGGGCAGTCACCACCTGCTGATGGTGATGTTCT
GGATCCTACCCCTCTTTTTTCTGCAGTTGCTGTTCTCTGTGTCTGTGACTTATCCCCAGCACAGTGTGAC
ATCAACTGCTGCTGTGATCCCGACTGCAGCTCCGTGGATTTCAGTGTCTTTTCTGCCTGCTCAGTTCCAG
TTGTCACGTA
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