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RESUMEN

Las desyodasas de yodotironinas participan en la activacion e inactivacion de las
hormonas tiroideas, que ademas de participar en procesos fisioldgicos, también
estan implicadas en el correcto funcionamiento de las células. Sin embargo, en
procesos cancerigenos, como es el cancer de colon (CRC), se han visto afectadas
tanto la expresion de las desyodasas como las funciones celulares, lo cual puede
tener como origen la alteracion en la acetilacion de histonas debido a que se impide
la expresidn de genes primordiales para las células por un aumento en la
eliminacion de los grupos acetilo (desacetilacion de histonas). A pesar de esto, se
ha presentado como alternativa el acido valproico (VPA), que generalmente es
utilizado como tratamiento de la epilepsia, ya que inhibe a las desacetilasas de
histonas. Debido a lo anterior, en el presente estudio, se pudo determinar el papel
del VPA sobre la expresion de los genes de las desyodasas en un modelo in vitro.
Para esto, se utilizé la linea celular de CRC humano HT-29 que fue tratada con
dicho compuesto y mediante RT-qPCR, se determiné la expresion de los productos
de interés. Como resultados, se observo la disminucién de la viabilidad de las
células HT-29 de manera dosis-dependiente. Ademas, los transcritos de las
desyodasas tipo 1 y 3 presentan un aumento considerable con concentraciones
bajas de VPA (0.5 -5 mM) alas 24,48 y 72 h. En conclusion, el VPA promueve la
expresion de dos de los tres genes de las desyodasas pudiendo atribuirse a la
capacidad que tiene este compuesto de actuar a nivel molecular inhibiendo la accion
de las desacetilasas de histonas. Otros estudios son importantes para esclarecer la
variabilidad de la expresién de los genes a diferentes dosis de VPA, asi como para

complementar la informacion presentada.

Palabras clave: cancer colorrectal, desyodasas, acido valproico, acetilacion de

histonas.



1. INTRODUCCION

De acuerdo con los registros de GLOBOCAN 2022, el cancer colorrectal (CRC)
ocupa el segundo lugar tanto en prevalencia como en mortalidad con un 10.5% y un
9.3% del total de neoplasias malignas, respectivamente. Sin embargo, en México
ocupa el primer lugar en mortalidad y cada afo el numero de nuevos casos aumenta
hasta un 10%, siendo los adultos mayores de entre 65 y 75 afos la poblacién con
mayor riesgo (INEGI, 2024).

El CRC es una entidad cuyo proceso carcinogénico consta de varias modificaciones
genéticas y epigenéticas; la diferencia entre estas dos radica en que en las primeras
se ve afectada la secuencia del material genético de los organismos mientras que
en las segundas se presentan modificaciones estructurales del genoma mas no en
su secuencia (Guo et al., 2019). Estas ultimas pueden regular a la baja o a la alta
enzimas que estan presentes en el funcionamiento normal de las células, como es
el caso de las desyodasas de yodotironina; estas proteinas participan en la
regulacion del funcionamiento de las hormonas tiroideas (HT), activandolas o
desactivandolas para que puedan ejercer su actividad biolégica en diferentes
procesos celulares como la proliferacion, la diferenciacion y la muerte celular
(Sabatino et al., 2021).

Con el objetivo de poder regular estos mecanismos epigenéticos que se encuentran
alterados en el cancer y que ademas son reversibles, ha surgido el interés de hacer
uso de compuestos como el acido valproico (VPA). EI VPA es un medicamento
ampliamente utilizado en el tratamiento de la epilepsia y presenta un efecto de
inhibidor de las desacetilasas de histonas evitando la remocién los grupos acetilo

de las histonas promoviendo la transcripcién génica (Singh et al., 2021).

Por tal motivo, en la presente investigacibn se muestran los hallazgos en la
expresion de los genes de las desyodasas pertenecientes a células de CRC que

fueron tratadas con diferentes concentraciones de VPA.



2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer colorrectal

De acuerdo con la Organizacion Mundial de Salud (OMS, 2019), el cancer se
considera un grupo de enfermedades que afecta a una gran cantidad de personas
en el mundo . Este se caracteriza, principalmente, por la proliferacién excesiva y
acumulacion de células en determinados tejidos, obteniendo, de esta manera, un
aumento en el tamano del 6érgano afectado; asi como un riesgo para la diseminacién

de estas células anormales a otros tejidos (proceso conocido como metastasis).

De manera interesante, los tres tipos de cancer con mayor numero de nuevos casos
en poblacion masculina fueron el cancer de pulmén, de préstata y el CRC; mientras
que, en la poblacion femenina, se encontré en primer lugar el cancer de mama,
seguido por el CRC vy, en tercer lugar, el cancer de pulmon (Global Cancer
Observatory, 2022).

2.1.1 Biologia molecular del CRC

Teniendo en cuenta lo anterior, el CRC es un tipo de neoplasia que afecta tanto a
hombres como a mujeres en donde se presentan una serie de mutaciones o
cambios en la expresion de genes. Este puede aparecer de manera hereditaria, o
bien, de forma esporadica. La forma hereditaria representa alrededor del 15 al 20%
del total de los CRC y esta asociada a condiciones como la enfermedad de Lynch y
el sindrome de poliposis adenomatosa familiar. Por otro lado, el CRC esporadico es
el mas comun y representa cerca de un 75 a 80% del total de los CRC (Martin-
Garcia et al., 2024; Yang et al., 2023); este puede desarrollarse por alguna de las

tres vias que se describen a continuacion:

e Inestabilidad cromosdmica (CIN).
Es la via mas comun dentro del CRC esporadico, en donde genes como BRAF,
KRAS, APC, SMAD4, asi como TP53 se encuentran con mutaciones causadas por
pérdidas o ganancias de segmentos de los cromosomas afectando el niumero de

copias de estos genes (Martin-Garcia et al., 2024).



e Fenotipo metilador de islas CpG (CIMP)
En esta via se presenta una hipermetilacion de las regiones promotoras de una gran
variedad de genes que tienen un alto contenido de islas de citosina y guanina (CpG),
provocando el silenciamiento de estos. Esta via también recibe el nombre de la via

serrada (Areses Manrique et al., 2016).

e Inestabilidad microsatelital (MSI)
Dentro de esta ultima via se presentan mutaciones en algun gen encargado de
reparar errores de emparejamiento del DNA durante la replicacion, como lo son
MSH2, MLH1, MSH6 y PMS2; de manera que, no se va a poder llevar a cabo el
arreglo del DNA, provocando asi una serie de mutaciones en microsatélites
(secuencias repetidas cortas de aproximadamente 1 a 6 pares de bases distribuidas

a lo largo del genoma) (Martin-Garcia et al., 2024).

La tumorigénesis del CRC esporadico se da a lo largo de varios afios y las
alteraciones que se presentan llevan a la formacion de un carcinoma (Figura 1). El
primer suceso de este proceso es la pérdida del gen APC, provocando a su vez,
alteraciones en la via de senalizacion WNT, la cual regula algunas funciones
celulares como la proliferacion, diferenciacion y renovacion de las células.
Posteriormente se presenta la activacion del gen KRAS, deleciones del cromosoma
18, en donde se pierde el gen DCC, asi como la pérdida del gen TP53, dando como

resultado un tumor maligno que puede invadir otros 6rganos (Yang et al., 2023).
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Figura 1. Evolucion del CRC.

En el proceso neoplasico, las células epiteliales del colon sufren de mutaciones llevando a la
activacion de oncogenes y la pérdida de genes supresores de tumores viéndose reflejado en el
crecimiento y evolucion de pdélipos que se convertiran en carcinomas. Modificado de Omran et al.,
Technnology in Cancer Research & Treatment (2024).

Para que una persona desarrolle CRC, se han considerado diferentes factores de
riesgo que son genéticos como el padecimiento de enfermedades hereditarias,
donde se encuentran el sindrome de poliposis adenomatosa familiar y la
enfermedad de Lynch; la edad asi como el sexo también son puntos a considerar
ya que, los hombres de edades mayores a 50 afos, muestran una mayor incidencia
comparados con personas de edades mas tempranas y/o mujeres; sin embargo, se
ha observado que la edad de aparicion de este tipo de cancer va disminuyendo con
el paso de los afos, afectando a personas de alrededor de los 30 afos. Por otro
lado, se tienen factores de riesgo epigenéticos como el estilo de vida; una
alimentacién de elevado consumo de carnes rojas y alimentos super procesados, y
baja en frutas, verduras y fibra, una actividad fisica nula, asi como un consumo

regular de alcohol y tabaco, influiran en el desarrollo del CRC (Alzahrani et al.,
2021).



2.2 Epigenética

La forma en cdmo se expresan o inhiben ciertos genes no solo se da por mutaciones
sino también por mecanismos epigenéticos. La epigenética se refiere a los cambios
en la expresion de genes que son heredables sin llegar a influir en la secuencia del
DNA, los cuales estan relacionados con factores ambientales como alimentacion,
actividad fisica, exposicion a contaminacion del ambiente, entre otros (Tollefsbol,

2017). Esta se ve reflejada en 3 mecanismos diferentes:

1. Metilacion del DNA
2. RNA no codificante

3. Modificacion de las histonas

2.2.1 Metilacion del DNA

Este proceso consiste en la incorporacién de un grupo metilo a la cadena de DNA
por medio de las DNA metiltransferasas (DNMT) provocando una activacion o
represion de la transcripcion génica. La adicion del grupo metilo ocurre en la
posicion 5 de la citosina (5-metilcitosina, 5mC) y se lleva a cabo, principalmente, en
aquellas zonas que tienen en mayor proporcidén la secuencia de bases citosina,
guanina (comunmente denominadas islas CpG), las cuales se encuentran a lo largo
de todo el genoma, especialmente en los promotores de los genes, o bien, en sitios

de inicio de la transcripcion (Xie et al., 2023).

Existen diferentes proteinas DNMT, pero las mas importantes son las DNMT1,
DNMT3A y DNMT3B; la primera se encarga de mantener la metilacién en el proceso
de la replicacion del DNA; mientras que las otras dos participan, principalmente, en
la adicién de grupos metilo durante el desarrollo embrionario (metilacién de novo).
Por otro lado, es posible tener el proceso contrario: la desmetilacion del DNA. Este
es un mecanismo en donde se ven involucradas las proteinas de translocacién diez-
once (TET, por sus siglas en inglés), que actuan sobre la 5mC oxidandola y
generando la 5-hidroximetilcitosina (5hmC), la cual, puede evitar que las DNMT se
unan al DNA para mantener y/o agregar grupos metilo, o bien, puede seguir siendo

oxidada por las proteinas TET obteniendo asi a la 5-formilcitosina (5fC) y a la 5-
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carboxilcitosina (5caC) que seran reconocidas y eliminadas por la timina DNA
glicosilasa (TDG), y, mediante la maquinaria de reparacion del DNA, se generara

una citosina no modificada (Guo et al., 2019; Xie et al., 2023).

2.2.2 RNA no codificante

De acuerdo al comunmente denominado “dogma central de la biologia molecular”,
se tiene la transcripcion (donde se obtiene un mRNA a partir del DNA), y
posteriormente la traduccion (donde se sintetiza una proteina a partir del mRNA),
sin embargo, esta codificacion a proteinas sélo sucede en aproximadamente el 1 —
2% del genoma transcrito, mientras que del resto (98%) se obtienen los RNA no
codificantes (hcRNA,) los cuales se unen al mMRNA, especificamente en la region no
traducida 3’ (3’-UTR), pudiendo degradarlo o bien, inhibirlo para que no se realice
el proceso de traduccion para la obtencién de una proteina (Chhabra, 2017;
Okugawa et al., 2015).

Dentro de estos ncRNA se pueden encontrar dos tipos de acuerdo con la longitud
que tienen: microRNA (miRNA) con 18-25 nucledtidos de longitud y RNA largo no
codificante (INcRNA) que contiene mas de 200 nucleétidos de longitud. Los primeros
estan asociados a la regulacién a nivel post traduccional, mientras que los INCRNA,
se han visto que estan implicados en la regulacion a nivel transcripcional (de forma
positiva 0 negativa) mediante el reclutamiento de complejos proteicos (Jung et al.,
2020; Kaikkonen et al., 2011).

Estos surgen de diferentes maneras, por un lado, los miRNAs llevan un proceso de
maduracion (Figura 2): en primer lugar, se obtiene un transcrito con miles de
nucleodtidos de longitud (pri-miRNA), que es escindido para formar un producto de
menos nucledtidos (pre-miRNA) y sera transportado fuera del nucleo donde,
nuevamente, sera cortado formando, de esta manera, el miRNA. Por otro lado, los
IncRNA son sintetizados de manera similar a la transcripcion de un mRNA que
codifica a una proteina y, a diferencia de los miRNA, estos no pasan por un proceso
de escision (Chhabra, 2017).
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Figura 2. Proceso de maduracion de los ncRNA.

Para la generacion de los miRNA es necesario que se lleven a cabo varias escisiones a partir del
primer producto que tiene una longitud de miles de nucleétidos, mientras que para un IncRNA no se
requiere algun proceso suplementario (Chhabra, 2017).

2.2.3 Modificacion de las histonas

Las histonas son 5 proteinas basicas, de bajo peso molecular (11 — 16 kDa), la H2A,
la H2B, la H3, la H4 y la H1; las primeras dos presentan en mayor proporcion el
aminoacido lisina, mientras que la H3 y la H4, son mas ricas en arginina; son parte
fundamental de la cromatina ya que intervienen en la organizacion del DNA, esto
debido a la formacién de los nucleosomas, los cuales estan compuestos por la uniéon
de dos subunidades de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4, formando un
octamero en el que el DNA le da, aproximadamente, dos vueltas. La H1, por su
parte, se encuentra unida a esta estructura nuclear ayudando a que se den las

interacciones entre los nucleosomas (Lee & Grant, 2019; Tecalco-Cruz et al., 2021).

Cada una de las histonas que conforman el octamero, cuentan con una cola de
aminoacidos basicos que sobresale del nucleosoma, la cual es susceptible a sufrir
de modificaciones postraduccionales (PTM) donde se agregan o eliminan grupos
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quimicos provocando que se tenga una mayor o menor fuerza de la interaccion
histona-DNA para regular la transcripcién génica. Lo anterior es debido a que, como
el DNA cuenta con una carga negativa conferida por sus grupos fosfato, y las
histonas tienen una carga positiva por los aminoacidos que las conforman se tendra
una unién fuerte, sin embargo, al agregar estos grupos quimicos a la cola de las
histonas, se neutralizara la carga positiva de las histonas y se tendra una fuerza de
union menor entre el DNA y el octamero de proteinas permitiendo o impidiendo, de
esta manera, la entrada de la maquinaria transcripcional (Lee & Grant, 2019). La
caracteristica de estas PTM es que son reversibles y se pueden encontrar diferentes
tipos, sin embargo, las mas conocidas y mejor estudiadas son la acetilacién y la
metilacion, pero pueden encontrarse otras como la fosforilacién, ubiquitinacion,
sumoilacién, acilacion, etc.; y todas forman parte de la regulacion genética de las

células eucariotas (Lee et al., 2023).

2.2.3.1 Metilacién de histonas

Este es un mecanismo similar a la metilacion del DNA, mencionado anteriormente,
en donde se agregan grupos metilo, pero en lugar de que suceda en la cadena de
DNA, estos son incorporados en la cola de las histonas, en los aminoacidos lisina y
arginina de las H3 y las H4 con la ayuda de las enzimas metiltransferasas de
histonas (HTM) y son removidos por las desmetilasas de histonas (HDM). El efecto
que tiene esta PTM sobre la transcripcion de genes varia dependiendo de los
aminoacidos que son metilados asi como la cantidad de grupos metilo que se
puedan agregar, ya que pueden encontrarse lisinas y/o argininas con uno, dos o
hasta tres grupos metilo (mono, di y tri metilacién); y, es a partir de lo anterior, que
se promueva o reprima la transcripcion génica (Jung et al., 2020; Vanzan et al.,
2017).

2.2.3.2 Acetilacion y desacetilacion de histonas
La acetilacion de histonas es una PTM donde participan las enzimas
acetiltranferasas de histonas (HATs). Debido a que hay varias HAT, se pueden
agrupar de acuerdo con las diferencias en las secuencias de su sitio activo,
resultando asi, en GNAT (v.gr. Hat1, PCAF, Elp3), MYST (v.gr. MOF, Sas2, Sas3,
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TIP60), p300/CBP y Rtt109 (Tabla 1), siendo esta ultima, especifica de hongos. Las
HATSs se encuentran en el nucleo y el citoplasma y actuan agregando grupos acetilo,
provenientes de la acetil CoA, a los residuos de lisina de las colas de las histonas
disminuyendo las cargas positivas de este aminoacido perdiendo la cohesién de la
hebra de DNA con las histonas, lo que conlleva al desdoblamiento de la cromatina;
de esta manera, la maquinaria de transcripcién puede acceder faciimente a los
genes promotores y puede llevar a cabo la transcripcion génica (Figura 3) (Lee &
Grant, 2019; Xia et al., 2020).

Tabla 1. Clasificacion de las HAT

Familia Proteina Localizacion
Hat1
GNAT PCAF Nucleo y citoplasma
Elp3
MOF
Sas2 .
MYST Sas3 Nucleo
TIP60
P300 . .
P300/CBP CBP Nucleo y citoplasma
Rtt109 yRtt109 -

(Lee & Grant, 2019)

De manera contraria, la desacetilacion de histonas es un proceso en el que la
cromatina se encuentra condensada y esta mediado por la accién de las enzimas
desacetilasas de histonas (HDACs); estas son enzimas que se clasifican por clases,
teniendo asi cuatro tipos: la clase | (HDAC 1-3 y 8), la clase Il (HDAC 4-7, 9y 10),
la clase Ill, o comunmente conocidas como sirtuinas (SIRT1-7) y la clase IV
(HDAC11), estas, a su vez pueden ser clasificadas por el tipo de cofactor al que son
afines: las dependientes de Zn (clase I, Il, y IV) y las dependientes de NAD* (SIRT)
y pueden ser encontradas tanto en nucleo como en citoplasma (Tabla 2). El papel
que desempefian estas enzimas sobre las histonas es la eliminacion del grupo
acetilo de las lisinas (que ya habian sido previamente afiadidos por las HAT) lo que

hace que haya nuevamente una interaccion entre las cargas positivas de las
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histonas y las cargas negativas del DNA dando como resultado el impedimento de
la transcripcion (Figura 3) (Hull et al., 2016; Xia et al., 2020).

Colas de histonas
cargadas
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génica
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e
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Figura 3. Acetilacion y desacetilacion de histonas.
La acetilacion de histonas esta mediada por las enzimas HAT que agregan grupos acetilo a las lisinas

de las colas de las histonas para que se pueda llevar a cabo la expresion de genes. Caso contrario,
las enzimas HDAC eliminan los grupos acetilo, lo que promueve que se tenga una cromatina
compacta y, por lo tanto, no se pueda llevar a cabo la transcripcion génica. Modificada de Miziak et
al., International Journal of Molecular Sciences (2024).
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Tabla 2. Clasificacion de las HDAC

Familia Clase | Subclase Proteina Cofactor Localizacion
HDAC1
- :Bﬁgg Zinc Nucleo
HDACS8
Desacetilasas HDAC4
de histonas lla HDACS5
I HDAC7 Zinc Nucleo y
HDAC9 citoplasma
HDACG6
HDAC10
SIRT1
I SIRT2
SIRT3
Sirtuinas 1] Il SIRT4 NAD+ Citoplasma
1 SIRT5
SIRT6
SIRT7
Desacetilasas Nucleo y

de histonas v ) HDAC11 Zinc citoplasma

(Xia et al., 2020)

lIb

2.3 Inhibicion de la desacetilacion de histonas

Como se mencioné anteriormente, las HDAC ejercen un papel importante para el
equilibrio de la regulacion génica, sin embargo, se puede presentar un desequilibrio
de la actividad de estas enzimas y de las HAT en diferentes enfermedades como es
el cancer, donde la desacetilacion de histonas va a predominar por sobre la
acetilacion confiriéndoles a las células ciertas caracteristicas atipicas que van a
verse reflejadas en su crecimiento, proliferacion, asi como en la diseminacion a
otros érganos. Sin embargo, las HDAC pueden ser inhibidas por medio de los
inhibidores de las HDAC (HDACI), los cuales son compuestos que impiden que
dichas enzimas lleven a cabo su funcién y de esta manera se puedan transcribir
genes necesarios para la regulacion celular; su mecanismo de accion no esta del
todo confirmado, sin embargo, la hipétesis mas aceptada es que estos se unen al
sitio activo de las HDAC, bloqueando de esta manera la capacidad de eliminar los
grupos acetilo de las colas de las histonas (Acuna, 2017; Liang et al., 2023).
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De acuerdo con lo anterior, las HDACI pueden contribuir a la regulacion y
mejoramiento de los procesos celulares que se encuentran alterados, por medio de
la consecuente acetilacion de histonas para la expresion de genes encargados de
la detencién de la proliferacion y la migracion, asi como de la estimulacién de la
diferenciacion y la apoptosis celular (Chavez et al., 2020; Luna-Palencia et al.,
2019).

Se tienen diferentes tipos de HDACI y pueden ser clasificados en cuatro clases de
compuestos (Tabla 3): acidos grasos de cadena corta donde se encuentran el
butirato de sodio, el propionato de sodio y el VPA; acidos hidroxamicos que incluyen
la tricostatina A y el vorinostat; benzamidas donde estan el entinostat y el
mocetinostat; y tetrapéptidos ciclicos que incluye a la romidepsina y al FK235222
(Movafagh & Munson, 2019; Pu et al., 2024).

Tabla 3. Clasificacion de los HDACI

Compuestos HDACI Sustrato
] Butiraro de sodio
Acidos grasos de cadena corta Propionato de sodio HDAC clase | y I
VPA
Acidos hidroxamicos Tricostatina A Todas las clases de
Vorinostat HDAC
Benzamidas Entmgstat HDAC clase |
Moncetinostat
- . Romidepsina
Tetrapéptidos ciclicos FK235222 HDAC clase |

(Pu et al., 2024; Shanmugam et al., 2022)

A pesar de que los compuestos anteriores sean considerados HDACI, no todos
actuan sobre todas las HDAC, por lo que pueden clasificarse en dos grupos: los que
son especificos para un tipo de HDAC en donde se encuentras los acidos grasos
de cadena corta, las benzamidas y los tetrapéptidos ciclicos; y los que pueden
actuar sobre todos los tipos de HDAC (pan-HDACI), que son los acidos
hidroxamicos (Tabla 3) (Shanmugam et al., 2022). Asi pues, estos han mostrado

diferentes efectos sobre las células, es decir, pueden llevar a las células al arresto

17



del ciclo celular mediante la sobre expresion de p21, que se encarga de inhibir los
complejos ciclina-CDK que promueven la progresion del ciclo celular, o bien, pueden
inducir la apoptosis mediante la sobre expresion de genes pro apoptéticos como
Bimy Bmf para la via intrinseca, o TRAIL y DRS5 para la via extrinseca de este tipo
de muerte celular (Kim & Bae, 2011).

2.3.1 Acido valproico

El VPA (2-n-propilpentanoico) es un acido graso ramificado con una estructura
similar a la de los acidos grasos de cadena corta contando con 8 carbonos, se utiliza
principalmente como tratamiento para diferentes padecimientos neurolégicos como
la epilepsia, trastorno bipolar y migrafa. Este compuesto se metaboliza
principalmente en el higado por tres diferentes vias; la glucuronidacion, la (-
oxidacion y la oxidacién mediada por citocromo P450 (CYP), siendo la primera via
la principal (Figura 4) (Ghodke-Puranik et al., 2013).

e Glucuronidacién: esta via estd mediada por uridina difosfato-glucuronisil
transferasas (UGT) y participan enzimas como la UGT1A3, la UGT1A4, la
UGT1AG, la UGT1A8, la UGT1A9, la UGT1A10 y la UGT2B7, las cuales van
a generar el glucurdnido valproato que es el principal metabolito que se
excreta a través de la orina (Ghodke-Puranik et al., 2013; Zhu et al., 2017).

e [3-oxidacion: en esta via, que ocurre en la mitocondria, se generan diferentes
metabolitos a partir del 4-ene-VPA, algunos de los cuales, son hepatotoxicos
(Ghodke-Puranik et al., 2013; Zhu et al., 2017).

e Oxidacion mediada por citocromo P450: esta es la via que se da en menor
proporcion. En esta participan enzimas como la CYP2C9, la CYP2A6 y en
menor medida la CYP2B6 teniendo como producto del VPA, al 4-ene-VPA,
al 4-OH-VPA y al 5-OH-VPA, siendo estas dos ultimas, formas inactivas
(Ghodke-Puranik et al., 2013; Zhu et al., 2017).

Por otro lado, su farmacodinamia se basa en el bloqueo de canales de sodio
dependientes de voltaje para que de esta manera disminuya la excitabilidad

neuronal. De igual manera, este compuesto inhibe la accion de la enzima acido
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gamma-aminobutirico (GABA) transaminasa, la cual es responsable de la
degradacion de GABA, que es un neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso
central (SNC); al ser inhibida esta enzima, se presenta un incremento tanto en los
niveles como en la actividad de GABA, de manera que se reduce la alta excitabilidad

neuronal (Figura 5) (Rahman et al., 2024).

*harmGKB

<D
B
>
(Ceily
Glucurénido de
valproato m
/ _
’, VPA CoA
) \
\/ 24-dieneVPACoA | (w0 )
sy )
onjugados cos ade \ »
| 3-Hidroxy VPA CoA |
m ,

| 23.diene vPA CoA |

Hepatocito

4

Figura 4. Farmacocinética del VPA.

El VPA se metaboliza en el higado por 3 vias diferentes, en las que participan diferentes proteinas
como las uridina difosfato-glucuronisil transferasas (UGT) en la via principal que es la
glucuronidacion, o citocromo P450 (CYP) para la via de oxidacién mediada por CYP. De igual
manera, se tiene otra via que se lleva a cabo en las mitocondrias generando metabolitos que resultan
ser toxicos. Modificada de Ghodke-Puranik et al., Pharmacogenetics and Genomics (2013).
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Figura 5. Farmacodinamia del VPA.

El VPA ademas de tener efectos a nivel neuronal para tratar padecimientos como la epilepsia a
través del bloqueo de canales de sodio y calcio, y la inhibicion de la actividad de la GABA
transaminasa, también tiene efectos inhibitorios sobre las HDAC de clase | y lla. Modificada de
Ghodke-Puranik et al., Pharmacogenetics and Genomics (2013).

2.3.1.2 Acido valproico y cancer
Ademas de lo anterior, se ha descrito que el VPA tiene un efecto sobre las enzimas
HDACSs, especificamente las HDAC de clase | y clase lla, bloqueando con su
extremo carboxilo el sitio catalitico de las HDAC para que su sustrato no pueda
unirse, provocando que las histonas puedan ser acetiladas y transcribir los genes
de algunas proteinas como p53, caspasa 3, Bax, p21, p27, que estan implicados
tanto en la regulacién del ciclo celular, asi como en la apoptosis ya que se genera
un efecto inhibitorio sobre la ciclina D1 (detencidn del ciclo celular), asi como en la
Bcl-2 (anti apoptética) (Lipska et al., 2020; Singh et al., 2021). De tal manera que,
el VPA se ha ido utilizando en investigaciones contra el cancer, ya que, presenta
efectos positivos para la regulacion en diferentes tipos de neoplasias, tal como lo
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describié Aztopal et al. (2018), quienes encontraron que este HDACI indujo la
muerte celular por apoptosis, asi como un incremento en la acetilacion de la histona

H3 de manera dosis-tiempo dependiente en la linea celular MCF-7.

Una caracteristica de este compuesto, y de otros HDACI, es que tienen efectos
diferentes en cada tipo celular ya que, en lineas celulares de cancer de proéstata,
por ejemplo, el VPA induce la expresion de p21, asi como del gen TIMP-3 (que
participa en la inhibicion de la proliferacién, invasion y metastasis celular), ademas
de que promueve la apoptosis; y, en modelos in vivo, se ha observado la reduccion
del volumen del tumor (Thelen et al., 2004; Q. Xia et al., 2006).

En el caso del cancer gastrico, este HDACI bloquea la actividad de HDAC1 teniendo
efectos negativos sobre Akt, y activa a PTEN provocando la diferenciacion, asi como
la inhibicién de la proliferacion celular, aumenté la expresion de la proteina pro

apoptética Bax y disminuyo la de la proteina anti apoptética Bcl-2 (Sun et al., 2020).

De igual manera, se ha visto que, en el cancer de pulmén de células no pequeias,
el VPA disminuye la viabilidad celular y aumenta la expresion de genes como
Nmh23-H1, el cual es un gen supresor de tumor y evita el proceso de metastasis
(Kalantar et al., 2021). También se ha visto el comportamiento de este compuesto
en CRC, en el que se ha observado un aumento en la acetilacién de las H3 y H4,
asi como de algunas proteinas supresoras de tumores como p19, p21 y p27; y la
disminucién de CDK1, CDK2, CDK4, provocando de esta manera arresto del ciclo

celular, disminucion de la viabilidad celular asi como apoptosis (Strey et al., 2011)

Asi mismo se ha evaluado si el uso del VPA tiene efectos en la prevencion y riesgo
de padecer algun tipo de cancer. Chavez et al. (2020) observaron que la exposicion
a este compuesto esta relacionado a una baja incidencia de padecer melanoma
comparado con individuos que no fueron expuestos a dicho farmaco. Previamente,
Singh et al. (2011) ya habian reportado que se tenia un riesgo mas bajo de padecer
algun tipo de cancer en personas que habian sido tratadas con VPA por mas de
cinco afos, comparado con aquellas que lo consumieron por un tiempo mas corto,
por lo que existe la posibilidad de presentar cierto efecto protector contra el cancer

mientras mas tiempo se esté expuesto al farmaco.
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2.4 Hormonas tiroideas

Las HT son moléculas sintetizadas en la glandula tiroides, presentes tanto en la
circulacién sanguinea como a nivel intracelular. Estas hormonas son la tiroxina (T4)
y la triyodotironina (T3), principalmente; sin embargo, también se pueden encontrar
la triyodotironina reversa (rT3) y la diyodotironina (T2). Las HT se derivan de la
tirosina y cada una esta diferenciada por la cantidad de atomos de yodo que
contiene; la T4 presenta en su estructura cuatro atomos de yodo unidos a los dos
anillos en las posiciones 3, 5, 3’y 5’ (3, 5, 3, 5’-Tetrayodotironina); y la T3 tiene tres
atomos de yodo en las posiciones 3, 5,y 3’ (3, 5, 3'-Triyodotironina) (Figura 6) (Liu
et al., 2020).

Tetrayodotironina (T4)

ol lDend
DI01/DI02 COOH D|03

H szcH H %—CHch
COOH COOH

3,53 -Trlyodotlronlna (T3) 3, 3' 5'-Triyodotironina reversa (rT3)

2
N H%—c H,CH bi01/0102
COOH

3,3'-Diyodotironina (T2)

Figura 6. Hormonas tiroideas y desyodasas.
Las desyodasas actuan sobre los anillos internos y/o externos de las TH para ser activadas o
inactivadas. Modificado de Liu et al., Hormonal Signaling in Biology and Medicine (2020).

La forma en la que las HT ejercen su funcién dentro de las células puede ser de dos
maneras diferentes teniendo asi, los mecanismos genémicos y los no genémicos
(Figura 7); en los primeros se tiene como objetivo la regulacién de genes
especificos que se logra con el ingreso de la T4 y la T3 a la célula con ayuda de

transportadores, como por ejemplo los transportadores de monocarboxilatos (MCT8
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y MCT10). Una vez dentro, la T4 va a pasar a convertirse en T3 mediante el proceso
de desyodacion para que asi, esta ultima se una con el heterodimero formado por
el Receptor Nuclear de HT (TR) y el Receptor del Retinoide X (RXR) formando el
complejo T3-TR y se transloque al nucleo en donde se une de manera especifica a
secuencias cortas de DNA, conocidas como elementos de respuesta a hormonas
tiroideas (TRESs), para dar paso al reclutamiento de coactivadores (CoA) para que
se pueda llevar a cabo la transcripcion de genes. Sin embargo, si no hay T3 que se
una a su TR, los correpresores (CoR) impediran que se lleve a cabo la transcripcién
(Lam De Calvo & Castillero De Santos, 2021; Liu et al., 2020).

Con respecto al mecanismo no gendmico de las HT, se tiene la participacion del
receptor de membrana av33 al que se le puede unir tanto la T3 como la T4, siendo
esta ultima la mas afin, promoviendo la activacion de diferentes vias de
senalizacion, como MAPK-ERK1/2, PI3K/AKT, Wnt/B-catenina y SHH, que influyen
en la proliferacion, muerte celular, y en la angiogénesis. De manera interesante,
estas vias de sefalizacion se han visto afectadas en enfermedades como el CRC,
teniendo como consecuencia una alteraciéon en el correcto funcionamiento celular
(Goemann et al., 2017; Liu et al., 2020).
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Figura 7. Mecanismos genémicos y no genémicos de las HT.

En el mecanismo gendmico: las TH ingresan a las células con ayuda de transportadores como el
MCTS8 para que, una vez dentro, sean activadas y se puedan unir al heterodimero TR-RXR, el cual,
a su vez, se acopla, dentro del nucleo, a los TRE y, con la ayuda de coactivadores (CoA) se pueda
llevar a cabo la transcripcion de genes. En caso contrario, en donde no se una la T3 al heterodimero,
no se llevara a cabo la transcripcion debido a la accién de los correpresores (CoR). Por otro lado, en
el mecanismo no gendmico: las TH ejercen su funcion en el citoplasma de la célula en donde activan
diferentes vias de sefalizacion que tienen efectos sobre el funcionamiento celular.

Teniendo en cuenta lo anterior, las HT estan relacionadas con diferentes vias de
sefalizacion y, a su vez, con los procesos neoplasicos, siendo un ejemplo de esto
la via de senalizacion Wnt/3-catenina, la cual esta implicada en procesos celulares
como la proliferacion y migracion celular. En esta via se tiene la participaciéon de la
B-catenina, una proteina que se encuentra en el citoplasma pero que puede
traslocarse al nucleo para poder unirse y formar un complejo con el factor de células
T (TCF)/factor potenciador linfoide (LEF), provocando que este se una a secuencias
de DNA especificas para la promocion de la transcripcion de genes diana como
CCDN1, MYC, ASCL2, etc., sin embargo, cuando no se activa esta sefializacion, la

24



B-catenina es degradada. Pero, en eventos como el cancer, esta via se encuentra
alterada desencadenando la sobrepoblacidn de células malignas y migracién a otros
tejidos. Por otro lado, la B-catenina ademas de poder unirse a TCF/LEF, también
puede interactuar con el TR, de modo que no podra ser degradada, llegando a
acumularse y, de igual manera, promover la transcripcion. A pesar de lo anterior, la
T3 puede jugar un rol importante en este mecanismo, ya que, si existe suficiente
cantidad de T3, esta se unira con su receptor (TRB) provocando que la B-catenina
se deslinde de este para que asi pueda ser llevada al proteosoma (Guigon & Cheng,
2009; You et al., 2022). Debido a lo mencionado, la T3 puede ser indispensable
para evitar una sobreexpresion de genes que estan relacionados con las

caracteristicas de las células cancerosas.

2.4.1 Desyodasas de yodotironinas

Para que las HT puedan ejercer su funcién y se encuentren de manera regulada, es
necesaria la participacion de las desyodasas de yodotironina (DIOs), enzimas
encargadas de la activacion e inactivacion de las HT mediante la eliminacion de uno
de sus atomos de yodo del anillo interno o externo, de tal manera que estas enzimas

regulan las HT determinando su producto final (Figura 6) (Sabatino et al., 2021).

Las DIOs son proteinas de membrana con un peso molecular que va de 29 a 33
kDa y se encuentran como homodimeros. Cuentan con un dominio transmembrana
(extremo N-terminal), un dominio bisagra y un dominio globular, este ultimo esta
dirigido hacia el citosol y es el que contiene el sitio activo para poder llevar a cabo
la desyodacion de las HT; en este sitio esta localizado el aminoacido selenocisteina
(Sec), que es un analogo de la cisteina (Cys) (en lugar del atomo de azufre se tiene
un atomo de selenio) y esta codificado por el codon de término UGA; de tal manera
que, las DIOs son consideradas selenoproteinas. Esta codificacion se puede llevar
a cabo debido a que el UGA va a ser reconocido como codon para la insercion del
aminoacido Sec, mediante la secuencia de insercion de Sec (SECIS), que es
caracteristica de los mRNA de este tipo de proteinas (Bianco & Da Conceigao, 2018;
Paragliola et al., 2020).
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Las DIOs comprenden tres tipos, la desyodasa de yodotironina tipo 1 (DIO1), la tipo
2 (DI02) y la tipo 3 (DIO3) (Tabla 4) que se encuentran ubicadas en distintos sitios
dentro de la célula. La DIO1 esta codificada por el gen DIO1, se localiza en la
membrana plasmatica de las células de érganos como la glandula tiroidea, el higado
y el rindn, y puede ejercer su funcion en el anillo interno de las HT, de manera que
va a convertir la T4 en rT3 mediante la remocion de un atomo de yodo en la posicion
5, o bien, puede catalizar la desyodaciéon del anillo externo, en la posiciéon 5
obteniendo T3 a partir de T4, siendo este ultimo mecanismo el principal para

suministrar HT activa a circulacion (Goemann et al., 2018; Kohrle & Fradrich, 2022).

En cuanto a la DIO2, codificada por D/IO2, ademas de encontrarse en la glandula
tiroides también se puede localizar en una variedad mas amplia de érganos como
el esofago, la préstata, la piel, el cerebro, el cuello uterino y el corazon; esta va a
activar a las hormonas tiroideas mediante la eliminacion del atomo de yodo del anillo
externo de la molécula (posicion 5’), pasando de T4 a T3; dicha activacion es la
principal responsable de la formacion y disponibilidad de T3 a nivel intracelular
(Goemann et al., 2018; Lam De Calvo & Castillero De Santos, 2021).

Por ultimo, la DIO3, que esta codificada por el gen DIO3, estd presente,
principalmente, en el desarrollo embrionario en dérganos como el higado, las
gonadas, la corteza cerebral, el intestino, asi como en la placenta, ejerciendo una
funcién de proteccion para el embrién contra un exceso de HT; sin embargo,
también se ha identificado en la piel en la etapa adulta. La DIO3 actua sobre el anillo
interno de las moléculas (posicion 5) y, de manera contraria a lo que hace la DIO2,
esta inactiva a las HT, de modo que a partir de la T4 y de la T3 se obtiene rT3y T2,
respectivamente (Goemann et al., 2018; Kohrle & Fradrich, 2022; Lam De Calvo &
Castillero De Santos, 2021).
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Tabla 4. Caracteristicas de las DIOs

Proteina DIO1 DIO2 DIO3
Gen codificante DIO1 DIO2 DIO3
Glandula tiroidea, Tejidos embrionarios
Localizacién Glandula tiroidea, esofago, prostata, piel, (higado, génadas,
tisular higado, rifidn cerebro, cuello uterino, corteza cerebral,
corazon. intestino), placenta y piel.
Loizlllzlaac:on Membrana plasmatica | Reticulo endoplasmico Membrana plasmatica
Sustrato Am"? externo (5) e Anillo externo (5) Anillo interno (5)
preferente interno (5)
Hormona que T4y T3 T4 T4y T3
catalizan
Producto T3, rT3yT2 T3 rm3y T2

(Goemann et al., 2018; Kohrle & Fradrich, 2022)

2.5 Fisiologia de las hormonas tiroideas y las desyodasas

Para el correcto funcionamiento y equilibrio tanto de las DIOs como de sus
productos finales, es necesario que sean reguladas tanto su actividad como su
expresion, y esto depende, en parte de las condiciones y necesidades de cada tipo
celular; y, a pesar de que las tres enzimas son muy parecidas entre si, tienen

mecanismos de regulacion diferentes.

En el caso de la DIO1, su actividad y expresion son reguladas a nivel transcripcional,
es decir, la T3, a través del mecanismo gendmico, va a promover la activacion de la
transcripcion del gen de esta desyodasa. Por el contrario, la regulacion de la
expresion de DIO2 también esta regulada por la T3, pero en lugar de promover su
transcripcion, la reprime. Mientras que su actividad estd mediada a nivel
postraduccional por la acciéon de la T4, ademas, en presencia de esta, su
degradacion mediante protedlisis puede verse acelerada. Por ultimo, la DIO3,
también resulta estar regulada por la accion de la T3 a nivel transcripcional (Kdhrle
& Fradrich, 2022; Paragliola et al., 2020).
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De igual manera, se pueden tener otras moléculas como lo son el TGF-, FGF,
EGF, asi como proteinas de la familia Hedgehog que pueden intervenir en la
disponibilidad tanto de las tres DIOs como de las HT. Ya que, por ejemplo, en el
caso de la via de sefalizacion Hedgehog (Hh), que esta implicada en la regulacion
de la proliferacion y diferenciacion celular, se puede promover, al menos en células
como los condrocitos, la ubiquitinacién y posterior protedlisis de la DIO2, trayendo
como consecuencia una disminucion de la T3 (Figura 8); en el caso en el que haya
una sobre actividad de la DIO2 y, por ende, altas cantidades de la HT activa, se

puede tener como consecuencia una inhibicion de condrocitos (Dentice, 2011).

Teniendo en cuenta lo anterior, es importante que se cuente con un correcto
funcionamiento de todas las proteinas y/o moléculas implicadas en mantener una
regulacion de las desyodasas ya que estas estan estrechamente relacionadas con
la disponibilidad de las HT que, a su vez, participan activamente en mantener un
equilibrio de las propiedades celulares. Esto se ve reflejado, por ejemplo, en los
adipocitos, ya que estos juegan un rol sumamente importante en la termogénesis.
En un estado normal y, ante la percepcidén de un ambiente frio, la activacién de la
HT a través de la DIO2 esta mediada por el cAMP, es decir, este cAMP, promueve
la expresion y actividad de la DIO2. La T3 producida induce la activacion de la
transcripcion de genes relacionados a la termogénesis, como UCP-1; sin embargo,
si existe algun descontrol a nivel de la desyodasa y/o de la HT, este mecanismo de

generacion de calor se vera afectado (Bianco & Kim, 2009; Marsili et al., 2011).
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Hueso

Aumento de la proliferacion

Figura 8. Regulacion de T3 en la via de senalizacion Hedgehog.

En células del hueso, las proteinas de la familia Hedgehog pueden participar en la disponibilidad de
T3 mediante la regulacion de la DIO2. A partir de la activacién de esta via se expresa WSB-1, que
es una proteina que participa en el proceso de ubiquitinacion de la DIO2 para su degradacion en el
proteosoma, afectando de esta manera la activacion de la T3 a partir de la T4. Modificado de Dentice.
Expert Opinion on Therapeutic Targets (2011).

2.6 Desyodasas de yodotironinas y cancer

Debido a que las HT estan implicadas en diferentes mecanismos celulares, se
puede presentar una desregulacién de estas en procesos cancerigenos, teniendo
consecuencias sobre el aumento o disminucién en el desarrollo y crecimiento de
tumores. De igual manera y, como se ha visto anteriormente, estas hormonas
pueden afectar diversas vias de sefalizacion que, ademas de participar en el
proceso de carcinogénesis y de supresion de tumores, pueden, igualmente, alterar
la expresion de las desyodasas de yodotironinas, de tal modo que pueden verse

inhibidas o sobre expresadas en los diferentes tipos de cancer (Luongo et al., 2019).

La desyodasa que ha tenido mayores reportes en cuanto a su desregulacién en una
gran variedad de canceres es la DIO3, la cual, en condiciones normales, no se

encuentra tan expresada como la DIO1 y la DIO2 ya que so6lo participa en la
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proteccion del feto contra la exposicion a cantidades excesivas de HT; sin embargo,
en diversos tumores esta sobre expresada; mientras que el resto de las enzimas,
estan reguladas a la baja (Luongo et al., 2019), por tal motivo, la cantidad de HT
activa se vera afectada por la accién de la DIO3 ya que se encargara de inactivar
tanto a la T4 como a la T3, sin poder ser restablecidas por la falta de la DIO1 y de
la DIO2.

De tal manera que, si se restablece la expresion de la DIO1 y la DIO2, se puede
llegar a tener efectos favorables para el control de la neoplasia. Poplawski et al.
(2017), mostraron que la induccion de la expresion de DIO1 en células de cancer
renal, atenua la expresion de diferentes genes que participan en los procesos de

desarrollo y crecimiento de tumores.

La expresion de las tres enzimas desyodasas es diferente en las neoplasias, como
ejemplo tenemos que, en el cancer de pulmon, la actividad de la DIO1 se encuentra
disminuida, la de DIO2 se encuentra normal y la expresion del mMRNA de DIO3 esta
reducido; en el cancer de mama, tanto la proteina como el mMRNA de DIO1 estan
incrementados, la expresién del mMRNA de DIO2 varia de acuerdo con los subtipos
y la expresion de mRNA de DIO3 esta incrementada. En cuanto al carcinoma de
células basales sélo se tiene informacion acerca de la expresion de la DIO2 y la
DIO3, en la primera se tiene un incremento de la expresion de mRNA y hay actividad
de la proteina, y para la segunda, se tiene un aumento tanto en el mMRNA como en
los niveles de actividad proteica. Y, como consecuencia de estas alteraciones, se
tendra, en general, una disminucion de la T3 a nivel intracelular, pudiendo promover

el proceso de proliferacion de las células tumorales (Goemann et al., 2018).

2.6.1 Desyodasas de yodotironinas y cancer de colon

Como se menciond previamente, las desyodasas de yodotironinas se encuentran
desreguladas en diferentes tipos de cancer y el CRC no es la excepcion; en este se
encuentra una sobre regulacion del mRNA de DIO3, asi como una elevada
expresion de la enzima comparada con el tejido normal. Por otra parte, el mMRNA
de DIO2 esta presente en este tipo de cancer, sin embargo, la expresion es menor

0 nula a comparacién de la de D/IO3. Ambas enzimas, a pesar de encontrarse en
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este tipo de neoplasia, se encuentran en cantidades diferentes de acuerdo a la linea
celular, ya que en las células HCT-116 se ha visto una expresion menor de ambas
que en las ceélulas HT-29, lo cual puede deberse al estadio de cada linea celular
(Rostkowska et al., 2022).

Igualmente, esta alteracion entre la expresion de la DIO2 y la DIO3, puede contribuir
a una desregulacion de las HT ya que, se ha descrito que cuando se inhiben los
niveles de la DIO3 y se incrementa la expresion de la T3, se producen cambios
importantes en la célula como la disminucion en la proliferacién celular; por lo que
en las células HCT-116 se tuvo un cambio muy notorio, resultado de la baja

expresion de DIO3 que, de manera basal, presenta (Rostkowska et al., 2022).

A pesar de lo anterior, la informaciéon acerca de las desyodasas en el cancer
colorrectal e, incluso, en el colon en estado sano es sumamente escasa. Es
importante tener nuevas opciones para generar nuevas estrategias para el mejor
manejo de esta enfermedad. De tal manera que teniendo como base el rol que juega
el VPA sobre diferentes tipos de cancer, entre ellos el CRC, donde se han evaluado
no solo los efectos a nivel celular sino también los posibles efectos protectores de
este medicamento en el area clinica contra el riesgo de desarrollar cancer, se
propone hacer uso de este para tener una mejor comprension de los procesos y
mecanismos moleculares, que estan implicados y que se ven afectados como lo es

la expresion de posibles nuevos genes diana.
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3. HIPOTESIS

El VPA aumentara la expresién del mRNA de las desyodasas tipo 1 y 2 y reducira

la tipo 3 en la linea celular de CRC humano HT-29.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Analizar el efecto del VPA sobre la expresién del mRNA de las desyodasas de

yodotironinas tipos 1, 2y 3 en la linea celular de CRC humano HT-29.

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar la concentracién inhibitoria 50 del VPA sobre la linea celular de
CRC humano HT-29.

2. Determinar la expresion basal del mMRNA de las desyodasas de yodotironinas

tipos 1, 2 y 3 en la linea celular de CRC humano HT-29.

3. Determinar el efecto dosis-respuesta del VPA sobre la expresion del mRNA
de las desyodasas de yodotironinas tipos 1, 2 y 3 en la linea celular de CRC
humano HT-29.

4. Determinar el curso temporal del efecto del VPA sobre la expresion del mMRNA
de las desyodasas de yodotironinas tipos 1, 2y 3 en la linea celular de CRC
humano HT-29.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cultivo celular

El cultivo celular permite el mantenimiento de células in vitro preservando sus
propiedades fisiologicas, bioquimicas y genéticas, suministrando los nutrientes y el
ambiente adecuados para su adecuado crecimiento (Thermo Fisher Scientific Inc.,
2020).

Se utilizaron las células HT-29 obtenidas de la ATCC (American Type Culture
Collection) y se cultivaron en cajas Petri (60 mm) con medio DMEM (Gibco)
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB, Gibco) y 1 % de penicilina -
estreptomicina bajo condiciones de temperatura de 37°C y CO2z al 5 %. Después del

segundo dia de sembrado se cambi6 el medio cada dos dias.

Las células se resembraron cuando alcanzaron un 80 — 90 % de confluencia, una
vez alcanzado este porcentaje, se retiré el medio que tienen para posteriormente
lavar las células con Buffer fosfato (PBS, Gibco); se agregé 1ml de Tripsina-EDTA
1x (Gibco), se dejaron incubar a 37° C por 5 minutos y, posteriormente, se
despegaron las células mecanicamente. Para inactivar la accion de la tripsina se
agrego 1 ml de DMEM suplementado y se homogenizé para colocarlas en un tubo
conico estéril de 15 ml. Se centrifugé a 800 rpm por 5 minutos, se elimind el
sobrenadante y se restituyo el botén de células con 1 ml de DMEM suplementado.
Las células fueron contadas usando azul de tripano y la camara de Neubauer; se
sembro la cantidad requerida para llevar a cabo el tratamiento o bien, para el pase

de la linea celular.

5.2 Ensayo de viabilidad celular (MTT)

Este ensayo se basa en la reduccion de una sal de tetrazolio de coloracion amarilla
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, o MTT) a cristales de
formazan de color morado por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa de
las células que se encuentran activas metabdlicamente, por lo tanto, la formacion

de cristales es proporcional al numero de células viables (Sigma-Aldrich, 2024a).
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Para esto, las células HT-29 se sembraron en una placa de 96 pozos (1 x 104
células/pozo) y se incubaron por 24 h en 100 yl medio DMEM suplementado.
Posteriormente, se suministré el tratamiento de VPA (Sigma) que fue disuelto con
medio DMEM suplementado, bajo las concentraciones requeridas (0.5 — 50 mM) por
diferentes lapsos de tiempo (24 h, 48 hy 72 h). Pasado el tiempo de exposicion, se
eliminod el sobrenadante y se agregaron 200 ul de DMEM suplementado y 20 ul de
MTT (5 mg/ml diluido en PBS) a cada pozo para después incubar a 37° C con CO2
al 5 % por 1 hora. Se descart6 la solucion de incubacion y se agregaron 100 pl de
DMSO; se homogenizd hasta disolver los cristales formados para posteriormente
medir la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm con ayuda del lector de

placas Varioskan (Thermo Fisher Scientific).

5.3 Extraccion de RNA

Esta técnica se basa en el aislamiento de los acidos nucleicos de todos los
componentes celulares para posteriormente realizar un estudio de expresion génica
(usando RNA) o de alteraciones en ciertos genes (usando DNA), por ejemplo. Las
etapas fundamentales de la extraccion de acido nucleicos incluyen lisis de
membranas celulares, extraccion de RNA o DNA vy purificacién. Un método,
comunmente utilizado es el de fenol-cloroformo, en donde a través de la
centrifugacion se obtiene la fase organica, la interfase y la fase acuosa en donde se

encuentran los acidos nucleicos (Promega, 2024).

Para la extraccion de RNA se utilizaron 500, 000 células sembradas en cajas de 6
pozos previamente sometidas a las concentraciones elegidas de VPA (0.5, 1, 2,4y
5 mM) por 24, 48 y 72 h. Pasado el tiempo de exposicion, se descarto el
sobrenadante, las células se lavaron con PBS y se afiadieron 500 ul de TRIzol
Reagent (Invitrogen) para despegar enérgicamente las células; se recuperaron en
tubos de 1.5 ml y se colocaron a 4°C por 5 minutos, posteriormente, fueron afiadidos
100 pl de cloroformo por cada 500 pl de TRIzol, se centrifugaron a 12, 000 rpm
durante un tiempo de 18 minutos a 4°C donde se recuper6 la fase acuosa a partir
de las diferentes fases obtenidas. Esta se colocd en un tubo nuevo para poder

precipitarlo mezclandolo con un volumen igual de isopropanol y se dejé en
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congelacion (-20°C) por 7 dias. Una vez transcurrido el tiempo, se centrifugaron a
12, 000 rpm por 18 minutos a 4°C, se decanto el isopropanol y, el botdén obtenido,
se resuspendié en 500 pl de etanol al 75% por 20 - 30 segundos. Nuevamente se
centrifugd a 12, 000 rpm por 10 minutos a 4°C, descartando, posteriormente, el
etanol. Por ultimo, se secd el boton obtenido con un cotonete estéril y se

resuspendio con 15 pl de agua libre de nucleasas.

Una vez extraido el RNA, se utilizaron 2 yl de cada muestra y fueron colocados
sobre el equipo NanoDrop Lite Plus (Thermo Fisher Scientific), el cual nos arrojo la
concentracion de RNA presente, asi como la pureza de estas con la relacion de
absorbancias A260/280 y A260/230, donde valores menores de 1.6 son indicativos

de contaminacién por proteinas y fenoles, respectivamente.

5.4 Sintesis de cDNA

A partir de las muestras de RNA, se procedio a la sintesis de cDNA siguiendo el
protocolo del kit de sintesis de la primera cadena de cDNA RevertAid (Thermo
Scientific). En tubos de 200 pl libre de nucleasas se colocé el RNA, los Random
primers y el agua libre de nucleasas, se mezclo y se centrifugd. Posterior a esto, las
muestras se llevaron al termociclador a 65°C por 5 minutos, después se dejaron a
4°C por 1 minuto. Se afadio el RiboLock (0.5 pl), el Reaction buffer (2 pl), los dNTPs
(1 pl), asi como la enzima RevertAid (0.5 pl); se homogenizé y se llevd, nuevamente,
al termociclador a 25°C por 5 minutos, posteriormente a 45°C por 60 minutos,

finalizando a 70°C por 5 minutos. Las muestras fueron almacenadas a -20°C.

5.5 RT-gPCR

La RT-gPCR es una técnica molecular que se basa en la amplificacion selectiva de
gen especifico usando DNA complementario (cCDNA) obtenido a partir de RNA
monocatenario. Se utilizan varios ciclos que repiten tres fases: desnaturalizacion de
la doble cadena de cDNA, hibridacién, en la que se uniran los primers que flanquean
la secuencia de interés; y la extensién, en la que se agregan nucledtidos y se

obtienen hebras nuevas (Sigma-Aldrich, 2024b).
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Para la preparacion de las muestras se usaron tubos para PCR en los que se
colocaron 3.4 pl de H20 libre de nucleasas, 5 pl del Master mix SYBR Green
(Applied Biosystems), 0.3 pl de cada uno de los primers (Forward y Reverse; T4
Oligo) de los genes a medir, disefados con ayuda de la plataforma NIH
(https://www.ncbi.nlim.nih.gov/) (Tabla 5) y 1yl de cDNA obtenido. Una vez
preparadas las muestras se llevaron al termociclador StepOne (Applied Biosystems)
configurado con los ciclos correspondientes (95°C 10 min. / 95°C 15 seg. 62°C 40
seg. 72°C 10 seg. (40 ciclos) / 95°C 15 seg. 60°C 1 min. 95°C 15 seg.).

Tabla 5. Primers de los genes DIO1, DIO2, DIO3y RPL32

Nimero | Temperatura

Genes Primers TM | “gepb | de alineacion

F: GTGGTCGTGGGTAAAGTGCT | 60.25

biot R: CCAACGGACCTTCAAGACGA | 59.97 | /1 62°C

F: AAGAGCTTCCTCCTCGATGC | 59.54

bioz R: GGCAAAGTCAAGAAGGTGGC | 59.68 | 162 62°C

F: CTCAACAGTGAAGGCGAGGA | 59.68

Dio3 R: CCGAAATTGAGAACCAGCGG | 59.55 242 62°C

F: AAGGGCCAGATCTTGATGCC | 60.11

RPL32 R: GCATTGGGGTTGGTGACTCT | 60.25

233 64°C

5.6 Electroforesis

La electroforesis es una técnica que se basa en la separacion de DNA, RNA o
proteinas de acuerdo con su tamafio y carga eléctrica; estos pasan a través de los
poros de un gel de agarosa (acidos nucleicos) o de poliacrilamida (proteinas),
siendo las moléculas mas pequenas las que se mueven mas rapido que las de
mayor tamario (NIH, 2024).

Para llevar a cabo la electroforesis, se pesaron 450 mg de agarosa que se
disolvieron en 30 ml de TAE 1 % con ayuda de calor para tener un gel a una
concentracion de 1.5 % de agarosa. Se agregaron 2 pl de gelRed (Biotium) al gel

de agarosa antes de que comenzara a solidificar y se homogeniz6. Posteriormente,
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se vertio en el molde y se coloco el peine para definir los pozos. Una vez solidificado
el gel, se puso en la camara de electroforesis, en donde se agregaron, en el primer
pozo, 5 ul de una mezcla de 3 pl del marcador de peso molecular y 3 ul del buffer
de carga; en los pozos siguientes, se colocaron 5 yl de la mezcla de cada una de
las muestras obtenidas a partir de la RT-qPCR, mas el buffer de carga;
posteriormente se conecto a corriente y, tras un tiempo aproximado de 30 min, el

gel se coloco sobre el transiluminador UV para visualizar los amplicones.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 El VPA promueve la disminucién de la viabilidad de las células HT-29

Utilizando el ensayo de viabilidad celular MTT, se observé el efecto citotéxico del
VPA sobre la linea celular HT-29 a diferentes tiempos (24, 48 y 72 h) (Figura 9). El
efecto del VPA sobre la viabilidad celular fue concentracion y tiempo-dependiente,
mostrando un comportamiento similar entre los tres tiempos a los que fueron
sometidas las células, obteniendo una concentracion inhibitoria 50 (IC50) de 19.6

mM, 12.6 mMy 11.0 mM a las 24, 48 y 72 horas, respectivamente.
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100
80

60:

Viabilidad (%)
Viabilidad (%)

40
20

o

10 20 30 40 50 60
Acido valproico [mM]

o=

Figura 9. El VPA disminuye la viabilidad de las células HT-29 a las 24,48 y 72 h.
Las células HT-29, sometidas a un rango de concentracion de 0.5-50 mM de VPA, mostraron una
disminucién de la viabilidad de manera dosis dependiente en los tiempos en los que fue medido.

Se puede observar que, a las 24 h de exposicion, las células llegan a una viabilidad
cerca del 20% utilizando la dosis maxima (50 mM), mientras que, alas 48y 72 h, la
viabilidad es menor al 20%; de igual manera, a las 72 h, se observa un ligero
aumento del porcentaje de células viables al usar las dosis mas bajas, sin embargo,

este comportamiento no se mantiene y tiende a disminuir.

El VPA se ha usado ampliamente y por mucho tiempo como medicamento para
tratar patologias neuroldgicas como la epilepsia, sin embargo, se ha extendido su
estudio sobre otros efectos como la viabilidad celular. Diversos estudios han
demostrado que el VPA reduce la viabilidad celular, Injinari et al. (2021), observaron

este efecto citotoxico sobre las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-

38

10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40
Acido valproico [mM] Acido valproico [mM]

50

60



MB-231, donde tras 48 h de exposicién al compuesto se obtuvo una IC50 de 10 mM
para ambas lineas celulares. Sanaei et al. (2018) observaron en la linea celular de
CRC SW-48 que el VPA disminuy6 la viabilidad celular, con una IC50 de 5 mM a las
48 h. Estos datos sugieren que el comportamiento de las células con el VPA no es
el mismo para todas, siendo unas mas susceptibles que otras posiblemente por las

caracteristicas genéticas que posee cada una.

6.2 Las células HT-29 expresan de manera basal los genes DIO71y DIO3

En la Figura 10A se observa que las células HT-29 expresan basalmente los genes
DIO1 y DIO3. Como control positivo se utilizo a las células HepG2 y como control

negativo agua libre de nucleasas.

En la Figura 10B se muestra la expresion los genes DIO1, DIO2 y DIO3 en la linea
celular SW-480, como control positivo de la expresion de los genes DIO1y DIO3 se

utilizé a las células HepG2, y como control negativo agua libre de nucleasas.

La diferencia en la expresion de las desyodasas del control positivo (células HepG2)
con las células SW-480, por ejemplo, se puede deber a que los hepatocitos no
expresan el gen DIO2 y las células HepG2, a pesar de tener su origen en un
hepatocarcinoma, mantienen caracteristicas de las ceélulas hepaticas normales
(Cytion, 2025). Se ha descrito que la expresiéon de DIO2 esta relacionada con
procesos de diferenciacion celular; de manera que, poco tiempo después del
nacimiento, se produce un incremento transitorio de D/O2 en los hepatoblastos y
conforme aumenta el niumero de células diferenciadas (hepatocitos) y, a pesar de
que se mantiene la activacion de cAMP (activador de la transcripcion de DIO2), la
induccion de este gen disminuye hasta tener una expresion nula (Hidalgo-Alvarez
etal., 2023).
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Figura 10. Las células HT-29 y SW-480 expresan de manera basal los genes de las
desyodasas.

Productos de la RT-gPCR para los genes de las desyodasas en un gel de agarosa al 1.5%. A.
Carriles: M. Marcador de peso molecular; 1. Control positivo para el gen DIO1 (células HepG2); 2.
Células HT-29 para el gen DIO7; 3. Control negativo (H20); 4. Control positivo para el gen D/IO3
(células HepG2); 5. Células HT-29 para el gen DIO3; 6. Control negativo (H20). B. Carriles: M.
Marcador de peso molecular; 1. Control positivo para el gen DIO1 (células HepG2); 2. Células SW-
480 para el gen DIO1; 3. Control negativo (H20); 4. Células HepG2 para el gen DIO2; 5. Células
SW-480 para el gen DIOZ2; 6. Control negativo (H20); 7. Control positivo para el gen DIO3 (células
HepG2); 8. Células SW-480 para el gen DIO3; 9. Control negativo (H20).

A pesar de que el gen DIO3 es el que se expresa en varios tipos de cancer,
incluyendo las células de CRC, poco se sabe sobre la expresion de los genes D/IO1
y DIO2. Rostkowska et al. (2022) evidencian la expresion tanto de DIO2 como de
DIO3 en las lineas celulares HCT-116 y HT-29, sin embargo, en nuestros
resultados, la linea celular HT-29, expresaron los genes DIO1 y DIO3, pero no el
DIO2, esto puede tener diversos abordajes, ya que nosotros solo utilizamos la RT-
gPCR, mientras que dichos autores realizaron un Western blot, mas no mostraron
los transcritos; ademas es importante considerar que estas enzimas al ser proteinas
de membrana y estar presentes en cantidades reducidas, es posible que la técnica

que ellos utilizaron haya arrojado resultados falsos positivos.

40



A pesar de lo anterior, se puede tomar en cuenta la diferencia de la expresion de
las desyodasas que fueron detectadas, lo cual es comparable con lo que nosotros
obtuvimos, ya que las células HT-29 expresan los genes DIO1y DIO3, mientras que

las células SW-480 expresan los tres genes.

Esta diferencia de la expresion entre lineas celulares que provienen de un
adenocarcinoma colorrectal puede estar relacionado no sélo al estadio en el que se
encuentran sino a las caracteristicas moleculares que tiene cada una. Si abordamos
en primer lugar el estadio de cada linea celular, encontramos que las células SW-
480 tienen una clasificacion clinica de Dukes B, mientras que las HT-29 pertenecen
a la clasificacién de Dukes C (Ahmed et al., 2013), siendo esta ultima mas agresiva
y avanzada que la de Dukes B. De manera que, conforme el estadio del cancer va
aumentando, la expresion de los genes DIO1, DIO2 y DIO3 podria ir disminuyendo,
y esto puede promover y ayudar a que este sea mas agresivo y dificil de controlar.
No obstante, también se tienen diferencias moleculares que pudiesen estar
interfiriendo con la falta de expresién de algunos genes como el gen DIO2; es decir,
las células SW-480 dentro de las caracteristicas principales es que tienen mutados
los genes KRAS y TP53 y tienen inestabilidad cromosdmica; mientras que las HT-
29 tienen mutados genes como APC, TP53, BRAF y PIBKCA, tienen inestabilidad
cromosdmica y la diferencia a resaltar es que tienen un fenotipo metilador de las
islas CpG (CIMP) (Ahmed et al., 2013).

En consecuencia, si nos enfocamos en esta ultima caracteristica podemos inferir
que existe una alta tasa de metilaciones en los promotores de genes que de manera
normal estan activos, provocando la represion de la transcripcidén. En el caso del
gen DIO2, es posible que pueda expresarse en el colon en cantidades disminuidas
ya que no es un tejido diana principal, y si existe una hipermetilacion en su promotor,

es mas susceptible a que se inhiba.

De igual manera, la inhibicion de la expresion de este gen puede estar influenciada
por otros mecanismos como proteinas que interactuan con el promotor de D/IO2.

Dentro de los descritos se encuentran cAMP, TTF-1 (factor de transcripcion de
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tiroides 1), GATA2 y la desmetilasa LSD-1 (Ambrosio et al., 2013; Matsunaga et al.,
2015); sin embargo, aun es dificil asegurar si juegan o no un papel en el tejido
coldnico ya que los estudios que se tienen son en tejidos diana donde se transcribe
del gen DIO2. A pesar de esto, se puede tener la hipotesis de que el promotor de
dicho gen en colon sea similar al encontrado en musculo, hipdfisis o tejido adiposo,
especificamente durante el proceso de diferenciacion celular (Figura 11); de ser
asi, podemos inferir la participacion de LSD-1 y cAMP principalmente debido a su
naturaleza de ser mas flexibles en la aparicion de tejidos diferentes a los diana. La
desmetilasa LSD-1, con ayuda del factor de transcripcion FoxQO3, ejerce su funcion
sobre la histona H3, misma con la que interactua el promotor del gen DIO2,
provocando que se lleve a cabo la transcripcion (Ambrosio et al., 2013). Siguiendo
esta misma linea, podemos creer que en caso de que las células HT-29, que se
encuentran desdiferenciadas, tienen una disminucion de FoxO3 y que ademas
muestran un aumento de la metilacion, se les induzca el complejo LSD-1 — FoxO3
este pueda promover la desmetilacion de la H3 que esta unida al promotor del gen

DIO2, y se lleve a cabo la expresion génica (Figura 12).

Promotor de DIO2

Mioblastos, adipocitos

@ TSS

(Fox03) __(CREB) (Fox03) (Fox03)
(NSNS NN\ STFT/\M M \NNSTNT~TT\N/
CRE TATA
Tirotrépos
TSS TSS
TTF-1 TTF-1 CREB ) (GATA2) (GATA2
$ 7~/ \ N~ T\ N~ T\ NS NN\ N/NS/
CRE GATA-RE TATA

Figura 11. Representacion del promotor de DIO2 en diferentes tipos celulares.

El promotor del gen DIO2 puede presentar ligeras diferencias entre tipos celulares en donde se
expresa, sin embargo, se mantienen ciertas regiones como los elementos de respuesta a cAMP
(CRE), y algunos sitios de union de FoxO3. TSS: sitio de inicio de la transcripcion; GATA-RE:
elementos de respuesta a GATA; CREB: proteina de unién a CRE (Ambrosio et al., 2013; Matsunaga
et al., 2015).
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Figura 12. Posible mecanismo del complejo LSD-1 — FoxO3 sobre las células HT-29.

El complejo LSD-1 — FoxO3 puede ayudar a que se exprese DIO2 en las células de CRC HT-29
promoviendo asi el aumento de la T3 y consigo las funciones celulares relacionadas. Imagen
realizada con BioRender, 2025.
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6.3 Aumento de la expresion de los genes DIO1 y DIO3 en las células HT-29
tratadas con VPA

Una vez que se demostrd que las células HT-29 expresaban los genes de las
desyodasas, se prosiguio con la exposicion al tratamiento de VPA alas 24,48y 72
h, se realizé la extraccion de RNA, y la RT-gPCR con la finalidad de observar el
efecto que tiene este compuesto sobre la expresién de los genes DIO1y DIO3. Lo
que se obtuvo fue el aumento de la expresion de ambos genes con concentraciones
que iban de 0.5 - 5 mM en los tres tiempos a los que fueron expuestas las células
(Figura 13). En el caso de las 24 h (Figura 13A y D), hay un aumento mas notorio
en la expresidn de ambos genes cuando se usé las dosis de 2 mM donde se obtuvo
un aumento de la expresion de 118.3 veces mas con respecto al control para el gen
DIO1 (*p<0.05), y de 54.1 veces por arriba del control para el gen D/O3. Mientras
que, a una dosis de 5 mM, también se observo que la expresion de los genes DIO1
y DIO3 aument6 20.8 y 17.3 veces mas con respecto al control, respectivamente,
pero no es estadisticamente significativo. Por otro lado, cuando las células fueron
expuestas al VPA por 48 h (Figura 13B y E), podemos observar que también hay
un aumento de la expresion de los dos genes y que las dosis donde se ve un mayor
cambio coinciden con las presentadas a las 24 h. A una dosis de 2 mM, se obtuvo
que los genes de las desyodasas tipo 1y 3 se expresan 12.7 y 2.4 veces mas con
respecto al control, respectivamente; y que, a dosis de 5 mM, la expresién fue de
9.7 y 1.9 veces mas elevada con respecto al control para DIO1 y DIO3,
respectivamente; sin embargo, ninguna muestra significancia estadistica. Por
ultimo, para el caso de una exposicion mas prolongada del VPA sobre las células
HT-29, que fue de 72 h (Figura 13C y F), se puede observar que las dosis en donde
se presenta un mayor aumento de la expresiéon del gen DIO1 es a 0.5y 2 mM
(*p<0.05) con un cambio de 136 y 31.5 veces mas por encima del control,
respectivamente; y para el caso del gen DIO3, el principal cambio se observo a
dosis de 0.5 mM con 47.8 veces mas con respecto al control y a una dosis de 1 mM
con 19.8 veces mas por encima del control (p>0.05).
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Figura 13. Cambios en la expresion de los genes DIO71 y DIO3 en las células HT-29 tratadas
con VPA.

El VPA indujo la expresion de los genes DIO1 y DIO3 en la linea celular HT-29 a las 24, 48 y 72 h.
A y D. Se presenta un cambio mayor de la expresion de los genes D/IO1y DIO3 con una dosis de 2
y 5 mM con respecto al control (24 h). By E. A las 48 h, las dosis donde el aumento de la expresion
de ambos genes es mas grande, son las mismas que las observadas a las 24 h. C y F. Las dosis
donde se observé un mayor aumento en los genes DIO7 y DIO3 fue a 0.5 mM, ademés de 2 mM
para el primer gen y 1 mM para DIO3 (72 h). Los datos se expresan como media + SD, cada una de
las mediciones fue realizada por triplicado. Se realizé la prueba de Kruskall Wallis con una correccion
de Dunn’s para comparaciones multiples. Cada una de las dosis se comparé contra el control.

* p<0.05.
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Dentro de las funciones que ha mostrado tener el VPA es la de inhibir las HDAC,
provocando la acetilacion de histonas y la consecuente expresion de genes
(Schwertheim et al., 2014; Singh et al., 2021), lo que, a su vez, le da a la célula
diferentes funciones permitiendo que estas disminuyan su viabilidad, proliferacién,
asi como crecimiento. De manera interesante, se ha observado que el incremento
de la expresion de diferentes genes aumenta con el tiempo de exposicion al
compuesto, asi como a las dosis utilizadas, sin embargo, un tiempo prolongado,
podria influir de manera negativa en la expresién génica; asi lo describieron
Hajikazemi et al. (2018), quienes analizaron los niveles de expresion de los genes
KCNQ1y NPR-A a diferentes tiempos (24, 48 y 72 h) en diferentes lineas celulares
de CRC, observando que después de las 48 h, la expresion de estos genes va a la
baja. Algo similar se puede observar en el presente estudio, donde la expresion de
los dos genes aumenta a las 24 h, pero a las 48 h, a pesar de que la expresion sigue
siendo mas elevada con respecto al control, es menor comparada con el primer
tiempo, ya que, por ejemplo, para el caso del gen DIO1 a una concentracién de 2
mM, la expresién pasa de 118.3 a 12.7, y de 54.1 a 2.4 para el gen D/O3; y a una
concentracion de 5 mM se tiene el mismo comportamiento. Sin embargo, cuando
pasan 72 h, la expresion de ambos genes vuelve a elevarse, incluso los cambios de

expresion en algunas dosis son mas altos a los que se encontraron a las 24 h.

El comportamiento de la expresién de estos genes es inusual, en primer lugar
porque se esperaba que la expresion del gen D/IO3, que es el que se ha descrito
que esta relacionado con el proceso cancerigeno, disminuyera, mientras que el gen
DIO1 aumentara; tal como lo describen Rocha et al. (2024) quienes al utilizar la
linea celular de cancer cervicouterino HelLa tratada con 0.5 y 2 mM observaron un
aumento de la proteina p21 y una disminucion de la expresion del gen p16 que se
encontraba sobre expresado; sin embargo, la expresion del gen p21 se vio
disminuida al utilizar una dosis de 2 mM. Es importante considerar que el uso de un
rango de dosis y tiempo de exposicion de VPA mas amplio puede arrojar mas
informacion que resulte valiosa para la generacion de conocimientos mas sélidos.
En nuestro caso, no se realizé la determinacién de las proteinas debido a las

limitantes que se mencionaron anteriormente, sin embargo, si fuese posible tener
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mediciones precisas de la expresion de estas proteinas, se esperaria que el

comportamiento coincidiera con lo obtenido a partir de la RT-qPCR.

De igual manera, es importante recordar que el VPA, al ser un compuesto con
capacidad de inhibir a las HDAC, promueve la acetilacién de histonas, por lo que se
podria pensar en llevar a cabo una determinacion mediante western blot del
comportamiento de las histonas, observando si se presenta o no este mecanismo
epigenético y si es dependiente de las dosis y el tiempo de exposicion del VPA al
que estan sometidas las células. Tal como lo muestran Dedoni et al. (2019) en su
estudio donde utilizaron las células de neuroblastoma SH-SY5Y y fueron sometidas
a0.1,0.3,0.6, 1 y 3 mM de VPA observando un aumento de la histona H3 acetilada
de manera dosis dependiente en un tiempo de 24 h, corroborando que el
mecanismo por el cual actua el VPA es a nivel molecular mediante la inhibicion de
las HDAC.

47



7. CONCLUSION
En definitiva, el comportamiento de los cambios en la expresion de los genes de las
desyodasas no resulta ser el mas esperado, pero si interesante debido a que los

genes que mostraron un aumento en su expresion al ser tratados con VPA fueron
DIO1 y DIO3, pero no DIO2.

Aunque este es un comportamiento que es posible que se presente, no es tan
comun, ya que se creeria que conforme se aumente la concentracion de VPA, asi
como el tiempo de exposicidn, la expresion de los genes fuese en aumento. Lo
anterior puede ser un area de oportunidad para indagar en algun posible mecanismo
que esté interfiriendo en el comportamiento de los cambios de expresion a
diferentes concentraciones y tiempos de exposicién de VPA vy, asi, poder generar
nuevos conocimientos con mayor solidez que puedan ser considerados para futuros

experimentos.

8. PERSPECTIVAS
El presente trabajo se centr6 en los cambios que pueden presentarse en la
expresion génica de los genes de las desyodasas en células de CRC tras ser
tratadas con un HDACI, el VPA. Los resultados indicaron un incremento en la
expresion de los genes DIO1 y DIO3 a diferentes dosis de VPA. Con base en lo
anterior, es necesario determinar la actividad de las proteinas de estos genes para
observar si existe una relacion entre los cambios de la expresion génica con la
actividad de las proteinas. Asi pues, puede ser de gran ayuda la medicion de genes
descritos en la bibliografia, como p21, con la finalidad de poder comparar y asegurar

gue nuestros resultados no presenten algun tipo de error.

De igual manera, puede ser beneficioso la determinacion tanto de los niveles de
acetilacién de las histonas como de la actividad de las desacetilasas presentados
en las células utilizadas tras el tratamiento con VPA, para asegurarnos del papel

inhibitorio del compuesto.

Las células HT-29, al ser un modelo que presenta un CIMP, resulta importante

determinar el mismo efecto en células que no cuenten con esta caracteristica,
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siendo las células SW-480 un modelo de propuesta, lo anterior debido a que esta
puede ser la causa de la falta de expresiéon del gen D/O2. Ademas de que nos puede
servir para comparar la expresion de los tres genes con la finalidad de observar si
existe algun patron que nos pueda ayudar a dilucidar lo obtenido en el presente

trabajo.
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