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RESUMEN: El papel de la ruta de las pentosas fosfato, asi como su
contribucidn total en la glucélisis son a dia de hoy todavia una incégnita.
Tras haberse descubierto recientemente una relacion directa entre una sobre-
expresion de dicha ruta y la proliferacién de diversos tumores malignos,
clarificar ambas cuestiones ha cobrado especial importancia en la lucha
contra el cincer. En este estudio se ha realizado el silenciamiento de la
enzima que cataliza la primera reaccion de dicha ruta, la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, por medio del ARN de interferencia y utilizando como
linea celular células de carcinoma de rifién humano HEK-293T. La medicién
de la repercusion del silenciamiento se ha realizado mediante la medida de
lactato (pmol/mg de proteina)/24h, utilizindose células con el gen de la
luciferasa silenciado como grupo control. Los resultados obtenidos han
puesto de manifiesto una notoria disminucién de la produccién de lactato
en las células con la enzima silenciada: 2.73 pmol/mg de proteina/24h en
comparacién con 7.81 pmol/mg de proteina/24h en el grupo control; lo que
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nos lleva a la conclusion de que la ruta de las pentosas fosfato contribuye
de manera muy significativa en la produccién de piruvato por medio de
la glucdlisis.

Palabras clave: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; ruta de las pentosas
fosfato; glucdlisis.

ABSTRACT: The role of pentose-phosphate pathway and its involve-
ment in glycolysis is nowadays still unknown. Recent findings have shown
a direct relationship between the over-expression of this pathway and the
uncontrolled proliferation of differents malign tumours. Clarifying the the
importance of this pathway has therefore become an important key in the
fight against cancer. This study has silenced the gene of the enzyme which
catalyses the first reaction of this pathway, glucose-6-phosphate dehydro-
genase, by RNA interference in human renal carcinoma cells HEK-293T.
The effect of silencing this gene was controlled by measuring lactate
(pmol/mg protein)/24h, using cells with the luciferase gen silenced as the
control group. The results from this study show an important decrease in
the production of lactate in cells with the silenced enzyme: 2,73 pmol/mg
protein/24h compared to 7,81 pmol/mg protein/24h in the control group.
This decrease clearly shows how the pentose-phosphate pathway highly
contributes to the production of pyruvate through the glycolysis.

Key words: Pentose-phosphate pathway; glucose-6-phosphate dehy-
drogenase; glycolysis.

INTRODUCCION

La glucosa es considerada la principal fuente de energia de la célula. La glucosa
se oxida mayoritariamente por la via de la glucélisis generando piruvato, que entra
en el ciclo del dcido citrico produciendo en tltimo término ATP. La glucosa puede
también almacenarse en forma de otras moléculas como glucégeno; asi como sufrir
una oxidacién por la via de la ruta de las pentosas fosfato generando NADPH
de cardcter reductor y ribosa-5-fosfato, precursor de nucleétidos, coenzimas y
acidos nucleicos.

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) es la enzima encargada de
catalizar la primera reaccién de la ruta de las pentosas fosfato y tiene accién
reductora al convertir NADP* en NADPH.

Debido a la produccién de NADPH, esencial en la detoxificacion celular, y
de ribosa-5-fosfato, precursor esencial de dcidos nucleicos; la ruta de las pentosas
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fosfato desarrolla un papel critico en la regulacion del crecimiento en células
cancerigenas, habiéndose encontrado relacién directa entre altos niveles de la
G6PDH vy diversos canceres.

La ruta de las pentosas fosfato se divide en dos fases, la primera es la fase
oxidativa que convierte la glucosa-6-fosfato en CO,, ribulosa-5-fosfato y NADPH.
Durante la segunda fase o fase no oxidativa, tras una secuencia de diferentes
reacciones, se produce gliceraldehido-3-fosfato y fructosa-6-fosfato, que pueden
«reciclarse» y entrar de nuevo en la glucdlisis.

La verdadera contribucién de la ruta de las pentosas fosfato en la glucélisis es
todavia una incégnita y el objetivo de este trabajo de fin de grado serd contribuir
a elucidar en la medida de lo posible su importancia.

OBJETIVOS

Construccién de un pliasmido capaz de producir el silenciamiento de la enzima
Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa.

El objetivo final serd la comparacion del piruvato (medido en pmol lactato)
obtenido en nuestras células con el obtenido en las células control; con el fin de
analizar en futuros estudios la repercusién del silenciamiento de dicha enzima.

MATERIALES Y METODOS

La técnica utilizada serd el ARN de interferencia.

Este mecanismo se basa en suprimir la expresién de un gen mediante la intro-
duccién de un pldsmido con una secuencia nucleotidica especifica. Este plismido
dalugar aun ARN de doble cadena pequefio que provoca a término la degradacién
del ARNm que codifica para nuestra proteina y la supresién de la traduccion.

La primera fase del trabajo serd crear el plismido capaz de silenciar a la
G6PDH, y la segunda fase serd realizar la transfeccién en células HEK 293T para
posteriormente medir el lactato y compararlo con las células control.

FASE 1- BIOLOGIA MOLECULAR

Amplificacion y purificacion de plasmido pSUPER-Neo-GFP

Se utilizardn bacterias de la cepa Escherichia coli DH 5x con el plidsmido
pSUPER-Neo-GFP. Este plismido cuenta con la regién «Neo», gracias a la cual
el pldsmido tiene resistencia a la ampicilina; y la regién «<EGFP», lugar del gen
de marcaje que al transfectar las células eucaridticas dard lugar a la expresion
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de una proteina verde fluorescente que facilitard comprobar la efectividad de la
transfeccion.

Se afiade al medio el antibidtico ampicilina, asegurando de esta manera el creci-
miento de las bacterias que hayan incorporado el plismido y por tanto expresado
el gen de resistencia a dicho antibiético.

Inoculacién de las bacterias con un asa de platino al medio 2YT + Ampicilina,
incubacién durante una noche en agitacién a 37°C.

Traspasadas 24h se realiza la extraccién y purificaciéon del ADN mediante
el protocolo Midiprep® (kit wizard). A continuacion se realiza la medida de la
concentracién de nuestro plasmido con espectrofotémetro (NanoDrop®): 1.6
pg/mL.

Andlisis de restriccion

Se realizard un anélisis de restriccidn para confirmar que se ha amplificado
el plasmido correcto. Este anélisis consistird en someter al plasmido a digestién
con unas enzimas denominadas «enzimas de restriccién» que reconocen una
secuencia caracteristica de nucleétidos y cortan el ADN en ese punto exacto. Se
generardn fragmentos de tamafios caracteristicos que se podrdn reconocer gracias
a la posterior electroforesis. Si los fragmentos son de los tamafios esperados, se
confirmard la amplificacién del plismido correcto.

La eleccion de las enzimas (PstI y Poull) ha sido en base a que generan frag-
mentos de tamafios muy diferentes que permitirdn diferenciarlos ficilmente en
la posterior electroforesis. .

Tras realizar la digestion (37°C, 1h), se procederd a la electroforesis. Para ello
se preparard también una solucién-marcador (tampén de carga, H,O y marcador
1 kB DNA ladder) que se introducird a ambos lados de las muestras de plasmidos.

Preparacion del gel de agarosa

Agarosa al 0.8% y TAE (tris-acetato de EDTA), someter a alta temperatura
hasta disolucion completa de la agarosa.

Afiadir MidoriGreen® y colocarlo en la placa de electroforesis junto con los
peines que al solidificar la disolucién formarin los pocillos en los que se coloca-
ran las muestras. Cargar los pocillos con las muestras y esperar 1h30min a que la
electroforesis se realice.

Los resultados del anilisis nos confirman la amplificacién del plasmido correcto.
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Linealizacion del plasmido

Digesti6n del plasmido con las enzimas HindIIl y Bg/II.

— Mezcla de los reactivos:

H,O libre de nucleasas, ADN, buffer tango, enzima Bg/I y enzima
HindI1l.

— Incubacién a 37°C durante 2h.

Para linealizar el pldsmido se han elegido enzimas de un mismo polylinker
(pequeiio segmento de ADN que contiene numerosos lugares de reconoci-
miento de diferentes enzimas de restriccién). Esta vez el objetivo es digerir
el plasmido por dos lugares que estén muy préximos, para introducir en ese
pequefio fragmento de ADN que estamos cortando los oligos especificos que
silenciardn la G6PDH.

Desfosforilacion
— Mezcla de reactivos: Dephosphorylation buffer, alkaline phosphate, H,0

libre de nucleasas.
— Incubacién 15° a 37°C, después incubacién 10’ a 75°C.

Electroforesis

Agarosa Sigma® 0,8%, TAE. 60 voltios.

Tras la electroforesis, con una espatula recortar el fragmento de gel en el que estd
nuestro plasmido, recogerlo en un eppendorf y realizar la purificacién del ADN.
Purificacion del plasmido

Se realiza la purificacién del pldsmido (cantidad de plismido obtenida del gel:
702 mg), y a continuacién se guarda el ADN purificado a —20°C, no sin antes
medir la concentracién del plasmido (7.66 pg/pl).

Ligacion de los oligos con el plasmido

Anillamiento de los oligos, fosforilacion de los oligos y ligamiento en

pSUPER.
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Transformacion de las bacterias

La transformacion es el término con el que nos referimos a la entrada del
material genético exdgeno del plidsmido en la bacteria.

¢ Procedimiento:

- Bano de hielo seco (CO,) y etanol de las células competentes

— Anadir el pldsmido, someter a 42°C, 45”, hielo 2

— Afadir medio LB, agitacién 37°C, 225 rpm 1h

— Siembra con el asa de platino en placas con medio LB + ampicilina.
Invertir la placa e incubar toda la noche a 37°C.

e Comprobacién de placas

Al comprobar las placas se aprecian colonias grandes (las deseadas) y colonias
mds pequeias. Estas tltimas puede que sean de otras bacterias no deseadas; esto
puede ser debido a que la ampicilina estuviera algo degradada y haya habido
bacterias que hayan adaptado su metabolismo y hayan desarrollado cierta resis-
tencia. Se eligen las colonias mds grandes y mds alejadas de las colonias pequeiias,
en total seleccionamos 8 colonias.

e Amplificacién
Siembra de las 8 colonias en un eppendorf con medio LB y ampicilina. Incu-
bacién toda la noche a 37°C en agitacién.

ExtrAccION DEL ADN de las bacterias mediante el procedimiento MidiPrep®
y posterior purificacién. Se medird también la concentracién de ADN de cada
una de mis colonias.

Andlisis de restriccion

Esta vez el anilisis de restriccion se realizard con las enzimas de restriccion
EcoR1y HindIIl y las 8 colonias. Tras realizar la electroforesis, se selecciona la
colonia 5 como colonia principal.

Amplificacion

Se realizard una amplificacién de la colonia 5, a continuacién se extraerd el
ADN y se purificari.

Se medird la concentracién del pldsmido (2272,85 ng/pl) y a continuacion se
procederd a su congelacién.
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Andlisis de restriccion

Se realizard un dltimo andlisis de restriccion antes de proceder al cultivo de
células para confirmar que el pldsmido amplificado es el deseado.

Agarosa al 3% y DNA ladder de 100 pb (para diferenciar mejor las bandas).
Se utilizardn EcoR1y HindIll como en el anterior anélisis de restriccion.

Ficura 1. En esta imagen se observa claramente la diferencia de bandas respecto al plds-
mido original y al plasmido que hemos construido. La diferencia de bandas se debe a
que nuestro pldsmido construido deberia haber incorporado nuestros oligos, siendo por
tanto de mayor peso molecular y desplazindose mds lentamente por el gel de agarosa:
visualizacién de la banda en una zona superior. Esta electroforesis nos confirma la cons-
truccién del plismido, y nos permite continuar hacia la segunda fase del experimento.

FASE 2 - CULTIVOS CELULARES

Las células de carcinoma de rifién humano HEK-293T seran la linea celular
utilizada. Estas células cuentan con un ripido crecimiento y ficil mantenimiento,
asi como con un % muy alto de eficiencia de transfeccidn, razén por la cual se
elegirdn para el experimento.

© Ediciones Universidad de Salamanca / @288, FarmaJournal, vol. 1, nam. 1 (2016), pp. 73-83

[79]



BEATRIZ GUTIERREZ Y JUAN P. BOLANOS
SILENCIAMIENTO DE LA GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA (G6PDH) EN CELULAS DE CARCINOMA
DE RINON HUMANO HEK-293T, MEDIANTE LA TECNICA DEL ARN DE INTERFERENCIA

Se realizard el cultivo de células 293T humanas durante 3 semanas. El proce-
dimiento a seguir serd siempre el mismo, realizindose cada 48 horas y utilizando
como reactivos PBS, tripsina, suero fetal y medio DMEM.

Transfeccion de las células HEK 293T

El término transfeccidn se refiere a la introduccién de dcidos nucleicos en
células eucaridticas mediante un método que no sea relacionado con virus. El
gran problema que se plantea a la hora de realizar una transfeccién es que se debe
introducir ADN, cargado negativamente, en células con una membrana cargada
también negativamente. Para ello, se utilizard el PEI (polietilenimina), un poli-
mero sintético catidnico que opsoniza el ADN y permite la entrada en la célula,
al interactuar sus cargas positivas con las negativas del ADN.

Se pasardn las células a 6 placas de 20 cm? y se afiadird el reactivo polilisina.
De las 6 placas, 3 de ellas se transfectarin con un plismido que silencia el gen
de la luciferasa, y se utilizarin como control; las otras 3 se transfectardn con el
plasmido que silencia el gen de la G6PDH.

El gen de la luciferasa es un gen que no se expresa en las células humanas, por
lo que su silenciamiento no tendra repercusiones fisioldgicas en nuestras células.

Procedimiento:

— Mezclade 1.5mL de mezcla ADN + OPTIMEM con 1.5mL de mezcla
de PEI + OPTIMEM. Vértex e incubacién 10” a RT.

— Lavado de las células con PBS (2x).
— Anfadir ImL de la mezcla ADN-PEI a cada placa con células.

— Afadir a cada placa 1.5mL de medio OPTIMEM. Agitacién suave e
incubacién en estufa (1h).

— Reemplazar la mezcla de transfeccién con medio de cultivo (DMEM
+ 10% SF).

Determinacion de L(+)-lactato:

La lactato deshidrogenasa (LDH) cataliza la reduccién del piruvato a lactato,
consumiéndose NADH y formidndose NAD*. La concentracidn catalitica se
determina a partir de la velocidad de apariciéon del NADH, medido a 340 nm. El
tampén (conteniendo hidracina) desplaza la reaccidn, debido a que la hidracina
secuestra el piruvato y por la ley de masas la reaccion se favorece.
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Ficura 2. Aspecto de las células 293T transfectadas al microscopio de fluorescencia.
Se observa que la transfeccion ha sido correcta y que las células 293T han expresado el
pldsmido deseado, ya que si no no habrian desarrollado la fluorescencia.

Procedimiento:

Mezcla enzimdtica: 6 mL tampdn (glicina-hidracina- EDTA (0.5M-1M-2mM),
pH ajustado hasta 9.5 y agua), 6 mg NAD*, 40 pL LDH.

Antes de proceder a la determinacién del lactato se realiza una desproteini-
zacién con el fin de precipitar las proteinas y que de esta manera no interfieran
en la medida:

— Acido perclérico (HCIO,) al 2%, neutralizacién con KOH y vértex.

En cada pocillo se afiadirdn 150 pL de mezcla enzimadtica, 120 pL de agua 'y
30 pL de muestra.
Leer absorbancia a 340 nm a tiempo 0 y después de 40-60’.
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REesurrapos
9
8 7.81
7
6
5
4
3 273
2
1
0
[ Control msh-G6PDH |
Ass. ABs-B | Lac (pMOL/ML)/24H Lac X SEM
(pMOL/MG)/24H
Controles 2,73 2,05 3,290 10,66
2,68 2,00 3,215 10,41
2,13 1,45 2,332 7,55 7,81 0,09
2,19 1,51 2,424 7,85
2,18 1,50 2,417 7,83
2,21 1,53 2,467 7,99
sh-G6PDH 0,83 0,15 0,245 0,79
0,80 0,12 0,197 0,64
1,29 0,61 0,986 3,19 2,73 0,21
1,25 0,57 0,924 2,99
1,14 0,46 0,740 2,40
1,13 0,45 0,719 2,33

Ficura 3. Absorbancias y produccidn de lactato en las células controles y en las células

en las que se ha producido el silenciamiento de la G6PDH. Se han realizado 2 medidas

de cada placa, por lo que de 6 placas se han obtenido 12 mediciones. Se han descartado

los valores de la primera placa control y de la primera placa sh-G6PDH; ya que clara-
mente han sufrido algtin error de manipulacién.
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Tras la medida de lactato, se observa de manera muy clara que la produccién
de lactato de las células transfectadas con el plasmido shG6PDH es notoriamente
menor que las células control; lo que es signo de que el plismido pSuper-neo-GFP
ha silenciado efectivamente la enzima G6PDH.

Di1scuUsION Y CONCLUSIONES

Esta reduccién de la producciéon de lactato en las células con la enzima
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa silenciada sugiere que la glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa y la ruta de las pentosas fosfato contribuyen de manera significativa
a la produccidn de piruvato por medio de la glucélisis.

Esta hipdtesis serd objeto de posteriores investigaciones que comenzaran
préximamente en el Instituto de Biologia Funcional y Genémica de Salamanca.
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