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1. Resumen

Debido a la alta dependencia energética de glucosa que presentan las células tumorales,
se ha propuesto como estrategia para combatir el crecimiento de células transformadas a un
fenotipo maligno, la inhibicion farmacolodgica de la captacion de glucosa con el fin de generar
un estado de privacion de energia. Esta tesis propone estudiar el efecto del acido
nordihidroguayarético (NDGA) sobre el transporte de glucosa en células leucémicas humanas.
NDGA es un polifenol extraido del chaparral L. tridentata que posee propiedades
antioxidantes y anticancerigenas, y presenta una alta similitud estructural con resveratrol; una
conocida fitoalexina capaz de inhibir el transporte de glucosa en células humanas. Se evaluo la
capacidad inhibitoria de NDGA en condiciones trans-cero de entrada a tiempos cortos, y se
encontré que NDGA fue capaz de inhibir el transporte de 2-desoxiglucosa (2-DOG) en las
lineas de células leucémicas humanas U-937 y HL-60 con valores de 1Cso de 53 y 85 uM,
respectivamente. Se determind que el mecanismo de inhibicién en la linea celular U-937 en
condiciones de entrada es no competitivo. Esto indica que NDGA ejerce su efecto inhibitorio
sin desplazar a 2-DOG del sitio de union al sustrato en el transportador GLUT1. Para
caracterizar mejor el efecto de NDGA sobre GLUT1 se hicieron ensayos de Sen-Widdas en
eritrocitos humanos. NDGA fue capaz de inhibir el transporte de glucosa en condiciones
infinito-cis de salida con un ICso de 26 uM, y de manera competitiva. Ademas, NDGA fue
capaz de desplazar a CCB unida a GLUT1 en membranas de eritrocitos humanos. En
conclusion, NDGA es un compuesto capaz de inhibir el transporte de glucosa en eritrocitos y
en las lineas celulares HL-60 y U-937 en forma directa, uniéndose por el lado exofacial del, o

los transportadores de glucosa.



1.1 Summary

Since neoplastic cells have a high energetic dependence on glucose, a strategy
proposed to hamper growth of cancer cells is the pharmacologic inhibition of glucose uptake
in order to generate an energy deprived state. The objective of this Thesis is to study the effect
of nordihydroguaiaretic acid (NDGA) on glucose transport in leukemic human cell lines.
NDGA is a polyphenol extracted from the creosote bush L. tridentata that has antioxidant and
anticancer properties, which also shows a high structural similitude with resveratrol, a
phytoalexin able to block glucose transport in human cells. NDGA’s inhibitory properties
were assessed in zero-trans entry assays at short times. We found that NDGA was able to
block 2-doexyglucose (2-DOG) transport in human cell lines U-937 and HL-60 in a dose
dependant manner, with 1Cso values of 53 and 85 UM, respectively. We also show that NDGA
behaves as a noncompetitive inhibitor in both cell lines, which means that NDGA exerts its
effect without displacing 2-DOG from its binding site in GLUTL. In order to further study the
effect of NDGA on the GLUT1 transporter we performed infinite-cis Sen-Widdas assays in
human erythrocytes. NDGA behaved as a competitive inhibitor of glucose exit in human
erythrocytes, with an 1Csq value of 26 uM. We also demonstrate that NDGA is able to displace
CCB bound to GLUT1 in human erythrocyte membranes. In conclusion, NDGA is able to
block glucose transport in human erythrocytes and in human leukemic cell lines HL-60 and U-

937 directly, binding to the exofacial site of the glucose transporters.



2. Introduccion

Una de las principales adaptaciones metabolicas de las células transformadas a un
fenotipo maligno es el llamado efecto Warburg, que consiste en un cambio en el mecanismo
principal de produccién de ATP celular de fosforilacion oxidativa a glicolisis, llegando a
metabolizar alrededor de diez veces la cantidad de glucosa que consume un tejido normal,
incluso en condiciones aerdbicas (Warburg et al., 1924), mientras que en células eucariontes
mantenidas condiciones aerdbicas la fermentacion de glucosa se ve disminuida, favoreciendo
la fosforilacién oxidativa (Lehninger et al. 2000).

Otto Warburg y colaboradores demostraron mediante experimentos in vitro que
distintos cortes de tejidos de cancer producian cantidades similares de energia que células
normales, pero que la relacion entre la energia obtenida por fermentacion a la obtenida por
respiracion era mayor en células cancerigenas. Un grupo diferente realiz6 experimentos in
vivo donde demostraron que la sangre que ha pasado por un tumor contiene menos azucar y
mas acido lactico que la sangre que pasa por un tejido normal (Cori y Cori, 1925), apoyando la
hipétesis de Warburg.

Otto Warburg atribuy6 este aumento en la fermentacién a una destruccion de la
capacidad respiratoria, ya que la fermentacion tumoral no se ve contrarrestada por un mayor
consumo de oxigeno en las células tumorales (Warburg, 1927). En 1956, Warburg propone
que una pérdida irreversible de la respiracion celular es la explicacion al origen del cancer, y
que la adaptacion al uso de fermentacion como principal medio de obtencion de energia causa
la transformacion de células diferenciadas a células menos diferenciadas y con una alta tasa de
proliferacion (Warburg, 1956).

Sin embargo, la conclusién de Warburg es erronea, ya que si bien en algunos tipos de

cancer existen mutaciones en genes mitocondriales asociadas con pérdida de la respiracion



celular, también hay tipos de cancer que mantienen una capacidad respiratoria similar a la de
tejidos normales, como ha sido demostrado de manera experimental por distintos autores
(Weinhouse, 1976; Frezza y Gottlieb, 2009; Moreno-Sanchez et al., 2007). Esto indica que la
causa de la formacion de cancer no es el dafio en la respiracion celular, por lo que ha sido
necesario buscar hipdtesis alternativas para explicar el origen e importancia del efecto
Warburg en el desarrollo del cancer.

A simple vista, el efecto Warburg no parece ser una ventaja adaptativa, puesto que
substituye un proceso catabdlico eficiente por uno menos eficiente, ya que la fermentacion de
una molécula de glucosa a lactato tiene como producto neto 2 moléculas de ATP, mientras que
mediante la fosforilacion oxidativa se producen 36 moléculas de ATP por cada molécula de
glucosa oxidada a CO, (Lehninger et al, 2000). Sin embargo, hay que considerar que Warburg
descubri6 que las células tumorales metabolizan glucosa diez veces mas rapido que las células
normales, incluso en condiciones aerdbicas, junto con la fosforilacién oxidativa. Por cada 13
moléculas de glucosa captada por la célula tumoral, una es oxidada completamente,
produciendo 36 ATP, mientras que las otras 12 sufren glicolisis y fermentacion a lactato,
produciendo otros 24 ATP, mientras que una célula normal sélo produce 36 ATP mediante la
oxidacion completa de glucosa (Warburg et al., 1924).

Otras hipotesis han surgido para intentar explicar el beneficio adaptativo del
incremento en la glicolisis en células de cancer, entre ellas que el cambio a glicdlisis
anaerdbica es un proceso adaptativo a las condiciones hipoxicas del microambiente tumoral
(Gatenby y Gillies, 2004). Investigadores han encontrado que la disponibilidad de oxigeno en
tumores es heterogénea en el tiempo y el espacio (Kimura et al., 1996; Hill et al., 1999), y que
disminuye rapidamente con la distancia respecto a los vasos sanguineos (Helmlinger et al.,

1997; Secomb et al., 1998), por lo que un aumento en el metabolismo anaerobico permite a las



células tumorales sobrevivir y proliferar en estas condiciones. Es importante recordar que las
células tumorales mantienen una alta tasa de glicolisis incluso en tejidos con suficiente
suministro de oxigeno, como los pulmones y el torrente sanguineo (Nolop et al, 1987,
Gottschalk et al, 2004; Elstrom et al, 2004).

Por otro lado, Gatenby y Gawlinsky proponen que el aumento en la glicdlisis no es
solo una adaptacion a un microambiente anoxico, Sino que es necesaria para estimular la
capacidad invasiva de las células tumorales, y proponen un modelo de invasion mediada por
acidez (Gatenby y Gawlinski, 1996). El incremento en la tasa de fermentacién y produccién de
lactato por las células tumorales acidifica el medio extracelular, llegando a valores de pH de
6,0 (Raghunand et al., 2003). Esta acidificacion del medio extracelular puede inducir
apoptosis en células normales (Gottlieb et al., 1995). Se sabe que las células neoplasicas
mantienen un pH citosolico alto y logran evitar la apoptosis por acidificacién gracias a que
presentan una actividad elevada de transportadores de H*, tales como el cotransportador de
Na‘'/H" NHE1 (McLean et al., 2000) y la bomba vacuolar H*-ATPasa (Martinez-Zaguilan et
al., 1993). Esto le confiere a las células transformadas una ventaja adaptativa importante
respecto a las células normales, por lo que la mantencion de un metabolismo glicolitico les
permite sustentar un crecimiento e invasion agresivos. La invasion de tejidos es facilitada
porque la disminucion del pH en el microambiente peritumoral permite la accién de catepsinas
extracelulares que degradan las proteinas de la matriz extracelular, permitiendo la invasion de
las células cancerigenas a otros tejidos (Montcourrier et al., 1997; Martin et al., 2010).

Por altimo, un aumento en la glicélisis permite a las células producir distintos
metabolitos intermediaros necesarios para algunas vias biosintéticas, incluyendo ribosas,
glicerol, amino&cidos no esenciales, y NADPH a través de la via de las pentosas fosfato, la

que le confiere resistencia al estrés oxidativo. Este aumento en la glicolisis debe ir



acompariado de un aumento en la captacion de glucosa, debido a que éste es el paso limitante
para la disposicion de un nutriente que es metabolizado rapidamente para mantener los
requerimientos energéticos de la célula tumoral (Hatanaka, 1974).

El transporte de solutos pequefios, como la glucosa, a través de la membrana
plasmatica depende de proteinas de membrana que funcionan como transportadores. Estas se
han clasificado en familias, segun su homologia de secuencia, para permitir su identificacion.
En esta clasificacion se encuentra la familia principal de facilitadores MFS, cuyos miembros
son proteinas que transportan solutos pequefios a favor de un gradiente quimiosmético
(Griffith et al., 1992; Goswitz y Brooker, 1995) y poseen una estructura terciaria comun de
doce dominos transmembrana, con los amino y carboxilo terminales orientados hacia la cara
citoplasmatica de la proteina (Hirai et al., 2003).

A su vez, hay sobre 74 familias de proteinas que forman la MFS, de las cuales la
familia 1, o transportadora de azUcares SP (sugar porter), es la mas numerosa (Reddy et al.,
2012). Dentro de los miembros de la familia SP se encuentran las dos subfamilias de proteinas
encargadas del transporte de glucosa. La primera es la subfamilia de transportadores
facilitativos GLUT, que transportan hexosas a favor de su gradiente de concentracién
(Mueckler, 1994; Joost y Thorens, 2001), y la segunda es la subfamilia SGLT, cuyos
miembros transportan glucosa en contra de su gradiente de concentracion gracias al
acomplamiento del transporte a un gradiente de sodio (Wright, 2001).

Los transportadores de la subfamilia SGLT transportan glucosa en contra de su
gradiente de concentracion gracias al cotransporte de esta hexosa con sodio, que es
transportado a favor de un gradiente de concentracion generado por la bomba sodio-potasio
(sodio-potasio ATPasa) mediante la hidrélisis de ATP. En humanos se han identificado dos

miembros de esta subfamilia; SGLT1, un transportador de alta afinidad que se expresa en la



membrana apical de enterocitos y células del tabulo contorneado proximal en rifiones (Hediger
et al., 1989), y SGLT2, un transportador de baja afinidad que se expresa en células del tubulo
contorneado proximal (Kanai et al., 1994).

La subfamilia GLUT corresponde a los transportadores facilitativos de hexosas en
células de mamiferos (Carruthers, 1990; Barret et al., 1999; Joost y Thorens, 2001). Hasta
ahora se han clonado 14 isoformas del transportador GLUT en humano, que difieren en su
estructura primaria, especificidad por el sustrato, cinética y en su expresion en tejidos. Los 14
miembros de esta subfamilia se clasifican en tres clases segun su similitud de secuencia (Joost
et al., 2002).

La clase | agrupa a los transportadores de glucosa clasicos GLUT1, 2, 3y 4, los que
han sido ampliamente estudiados en cuanto a estructura, propiedades cinéticas y especificidad
de sustrato. GLUT1 es el transportador de glucosa mas estudiado y se expresa
mayoritariamente en cerebro y eritrocitos (Maher y Simpson, 1994; Hruz y Mueckler, 2001),
permitiendo la captacion basal de glucosa requerida para mantener la actividad celular.
GLUT?2 se expresa en células -pancredticas, rifiidn, intestino e higado, y estd involucrado en
la secrecion de insulina en el pancreas y en la induccidn de genes glicoliticos en el higado
(Thorens y Mueckler, 2010). GLUT3 es un transportador de alta afinidad por glucosa que se
expresa en neuronas, astrocitos, y en espermatozoides de ratén (Simpson et al., 2008).
GLUT4 se expresa en adipocitos y musculo estriado, y es traslocada desde compartimentos
intracelulares a la membrana plasmatica cuando las células son expuestas a insulina (Suzuki y
Kono, 1980; Larance et al., 2008).

En la clase Il se encuentran los transportadores GLUT 5, 7, 9 y 11, de entre los cuales
GLUT 5 es el mejor caracterizado. GLUT 5 es capaz de transportar fructosa, pero no glucosa

(Kayano et al., 1990), y se expresa principalmente en rifidn, intestino delgado e higado (Mate



et al., 2001). GLUT 11 presenta dos variantes de corte y empalme; una larga y una corta de
503 y 493 residuos, respectivamente (Sasaki et al., 2001). Ambas variantes se expresan de
manera tejido especifica y poseen distinta afinidad de sustrato; la forma corta se expresa en
corazén y mdasculo esquelético y posee baja afinidad por glucosa (Doege et al., 2001),
mientras que la variante larga transporta fructosa y se expresa en traquea, higado, pulmén y
cerebro (Wu et al., 2001).

Por dltimo, la clase 11l agrupa a GLUT 6, 8, 10, 12 y HMIT (GLUT 13). Esta clase
presenta la peculiaridad de que todos sus miembros poseen un sitio de glicosilacion en el lazo
9, que conecta los segmentos transmembrana 9 y 10, mientras que en las otras dos clases este
sitio se encuentra en el lazo 1 (Asano et al., 1991).

GLUT1 fue clonado y secuenciado por primera vez en 1985 (Mueckler et al., 1985), y
es el transportador facilitativo de hexosas mejor estudiado gracias a que se expresa de manera
abundante en eritrocitos humanos, células que facilitan el estudio de las propiedades
estructurales y cinéticas del transportador (Hruz y Mueckler, 2001). GLUT1 es una proteina
integral de membrana que se expresa de manera ubicua en los tejidos de mamiferos, y que
permite el transporte basal de D-glucosa desde y hacia la célula, segun su gradiente de
concentracion. Mediante analisis de prediccion de estructura secundaria se ha generado un
modelo conformacional de 12 segmentos a-hélice transmembrana alternados por cortos lazos
hidrofilicos y con los extermos amino y carboxilo terminales orientados hacia la cara
citoplasmatica del transportador. Distintos experimentos han confirmado que esta estructura
de 12 a-hélices transmembrana es comun para todos los miembros de la familia GLUT que se
han clonado hasta la fecha (Cairns et al., 1987; Andersson y Lundahl, 1988; Zuniga et al.,
2001), y un grupo de investigadores confirmo el modelo predicho al determinar la estructura

cristalogréafica de GLUT1 (Dong et al., 2014).



GLUTL1 es capaz de reconocer y transportar dehidroascorbato (Bianchi y Rose, 1986),
a- y B-D-glucosa (Leitch y Carruthers, 2009), y los analogos 2-DOG y 3-OMG. Estos tltimos
permiten estudiar el transporte de glucosa en eritrocitos u otros tipos celulares gracias a que su
metabolismo es limitado luego de su incorporacion a la célula. 2-DOG es transportado por
GLUTL1 y fosforilado por hexoquinasa a 2-desoxi-D-glucosa-6-fosfato, producto que no puede
ser utilizado por la enzima glucosa-6-fosfato isomerasa (Bachelard, 1972), y termina atrapado
dentro de la célula. 3-OMG es transportado por GLUT1 pero no puede ser fosforilado por
hexoquinasa (Jay et al., 1990), por lo que se puede estudiar su captacién y acumulacion sin
temor a observar variaciones causadas por el metabolismo celular.

Hay suficiente evidencia que demuestra que en distintos tipos de tumores se observa
una sobreexpresion de las proteinas transportadoras de glucosa GLUT (Macheda et al., 2005),
y en especial de GLUT1 (Younes et al., 1997; Basturk et al., 2011), y que su nivel de
expresion esta asociado a una mayor capacidad invasiva (Ito et al., 2002) y mal prondstico en
estados avanzados de la enfermedad (Younes et al., 1997; Kunkel et al., 2003). Esto indica
que el aumento en la captacion y metabolismo de glucosa por las células tumorales no es un
evento trivial en el desarrollo y tratamiento de esta enfermedad. Estos antecedentes sugieren
que inhibir el transporte de glucosa mediado por la familia GLUT es una estrategia terapéutica
gue puede ser explotada para el tratamiento de algunos tipos de cancer.

Los polifenoles son compuestos producidos por organismos vegetales, e incluyen
sustancias como las fitoalexinas e isoflavonas. También denominados antioxidantes, estas
sustancias cumplen diversos roles en la fisiologia vegetal, incluyendo proteccion contra los
rayos UV, proteccion contra el estrés oxidativo y accion antimicrobiana.

Resveratrol (RSV) es una fitoalexina producida en respuesta a infeccion fungica en

organismos vegetales como Vitis vinifera (vid), donde se ha observado que resveratrol es
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capaz de inhibir la proliferacion del hongo patégeno Botritis cinerea (Langcake, 1979). Este
compuesto se encuentra de manera abundante en sus frutos y productos derivados, asi como en
otros alimentos como el mani.

Ademas de su efecto antibiotico, RSV es un polifenol valioso para la salud humana
gracias a sus propiedades antioxidantes y emergentes capacidades anticancerigenas. Distintos
grupos de investigacion han demostrado que RSV inhibe la proliferacion de las lineas
celulares de leucemia aguda promielocitica y monocitica humanas HL-60 y U-937,
respectivamente (Gautam et al., 2000; Park, 2001), ademas de inducir la muerte celular
programada en ambos modelos celulares (Komina y Weiserska-Gadek, 2008; Guha et al.,
2011). Otro efecto fisioldgico relevante es que RSV es capaz de inhibir el transporte de
glucosa en lineas celulares leucémicas humanas (Park, 2001; Salas et al., 2013), afiadiendo
este polifenol a la lista de candidatos de farmacos antitumorales.

Otro polifenol con propiedades antineoplasicas y antiinflamatorias es el acido
nordihidroguayarético (NDGA). NDGA es extraido del chaparral Larrea tridentata, el cual
crece en desiertos del sudoeste de Estados unidos y del norte de México (Coole, 2004). Esta
planta ha sido usada en medicina tradicional de las culturas que cohabitan con ella para tratar
distintas enfermedades, entre ellas infertilidad, enfermedades de transmision sexual, calculos
renales y biliares, inflamacién, artritis y reumatismo (Arteaga et al., 2005). La actividad
terapéutica de NDGA se puede atribuir a su accién antioxidante y a su capacidad de afectar
procesos celulares mediante la inhibicion de la accion de factores de crecimiento (Lee et al.,
2003; Domin et al., 1994), induccién de la expresion de oxido nitrico sintasa (Ramasamy et
al., 1999) e inhibicién de la proliferacion e induccion de apoptosis en células neoplasicas
(McDonald et al., 2001; Seufferlein et al., 2002; Youngren et al., 2005). Debido a la similitud

estructural entre RSV y NDGA, y dado que no existen antecedentes en la literatura sobre el
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efecto de NDGA sobre el transporte de glucosa en células neoplésicas, nos proponemos a
comprobar la siguiente hipdtesis: NDGA inhibe la captacion de glucosa en las lineas celulares
leucémicas humanas HL-60 y U-937.

Para probar esta hipotesis nos proponemos como objetivo general: demostrar y
caracterizar el mecanismo de inhibicion de NDGA sobre la captacion de glucosa en las lineas

celulares leucemicas humanas HL-60 y U-937.

Para ello nos proponemos los siguientes objetivos especificos:

a. Determinar el efecto de NDGA sobre el transporte de 2-desoxiglucosa (2-DOG) en
células leucémicas humanas: HL-60 y U-937.

b. Caracterizar el mecanismo de inhibicion de NDGA en HL-60 y U-937 mediante
ensayos trans-cero de entrada de 2-DOG.

c. Evaluar el efecto de NDGA sobre la afinidad por glucosa del sitio de union externo en
eritrocitos humanos mediante ensayos infinito-cis (Ensayos de Sen Widdas).

d. Comprobar si NDGA es capaz de interactuar directamente con el transportador GLUT1

en eritrocitos humanos.
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3. Materiales y métodos

3.1 Materiales

Cloruro sodico, cloruro potasico, fosfato acido disédico, fosfato monopotasico, cloruro
mercdrico, DMSO, Tris, D-sorbitol y D-glucosa fueron adquiridos en Merck. NDGA, [*H]-2-
DOG, [*H]-CCB, floretina, citocalasina B, citocalasina E y 2-DOG fueron adquiridos en
Sigma Chemical Co. Azul de tripdn y RPMI-1640 fueron adquiridos de HyClone. SDS fue
comprado a Calbiochem. EIl cocktail de centelleo liquido Ecoscint fue adquirido de Fermelo
Biotec. Los eritrocitos se obtuvieron de unidades de sangre donadas por el Banco de Sangre

del Hospital Base de Valdivia. Las lineas celulares U937 y HL-60 fueron compradas a ATCC.

3.2 Ensayos de salida de D-glucosa (Ensayos de Sen-Widdas) en eritrocitos

El método se basa en el descrito por Sen y Widdas (Sen y Widdas, 1962). 500 ul de
eritrocitos humanos lavados fueron incubados a 30°C durante 1 hora con 100 pl de 1M D-
glucosa (concentracion final 200 mM) y 400 ul de PBS pH 7,4. La velocidad de salida de D-
glucosa se registr6 usando un espectrofluorimetro PerkinElmer LS 55 con temperatura
regulada a 30°C y agitador magnético. La longitud de onda de excitacion y emision usada fue
650 nm, con ranuras de 5 nm. La medicion se inicié inmediatamente después de afiadir sobre 3
ul de eritrocitos cargados con D-glucosa, 2,5 ml de PBS pH 7,4 que contiene concentraciones
crecientes de NDGA (0 a 100 M), en una cubeta de cuarzo de 3 ml. La medicion se detuvo
cuando la dispersion de luz alcanzo un valor constante, es decir, cuando el balance de
concentracion de glucosa en el medio y el interior de los eritrocitos llegue al equilibrio. Las
disoluciones de NDGA se prepararon en tubos de 15 ml a partir de un stock de NDGA 300

UM que fue diluido con PBS pH 7,4 hasta completar 8 ml.
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3.3 Caracterizacion de la inhibicion en condiciones de salida en eritrocitos

Para caracterizar el tipo de inhibicion que ejerce NDGA sobre la salida de D-glucosa
en eritrocitos humanos se procedid de manera similar al experimento anterior, excepto que se
realizaron tres curvas de concentraciones crecientes de D-glucosa que fueron de 1 mM a 9
mM. Cada una de las curvas poseia una concentracion determinada de NDGA en cada uno de
sus puntos (0, 7.5y 15 uM), ademas de un control con 0,5 UM citocalasina B (CCB). Se midio
la velocidad de salida de D-glucosa en funcién de la dispersion de luz y los resultados se
graficaron en un diagrama de Sen-Widdas.

Las disoluciones de D-glucosa se prepararon diluyendo una disolucién stock de 1 M D-
glucosa en PBS, usando matraces aforados de 25 ml y 50 ml. Las concentraciones de NDGA
se obtuvieron afiadiendo distintos volumenes de una solucidon stock de 50 mM NDGA

preparado en DMSO.

3.4 Desplazamiento de Citocalasina B (CCB)

Estos ensayos permiten determinar si concentraciones crecientes de NDGA son
capaces de desplazar a CCB unida al transportador GLUT1 de membranas de eritrocitos
humanos.

Se prepar6 una mezcla de reaccion con 45 pl de 2M D-sorbitol (unién total) o 2M D-
glucosa (union inespecifica), 50 pl de 0,3-0,5 mg/ml de membranas de eritrocitos humanos
resuspendidas en 10 mM Na,HPO, pH 7,4; 53,5 pl de mezcla radiactiva. La mezcla radiactiva
se prepar6 con 0,03 ul de [*H]-CCB, 0.3 pl de CCB fria 50 pM en DMSO; 0,15 pl de CCE 10

mM, y 53,02 pl de Na;HPO, pH 7,4.
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Cada reaccion se inicio al afiadir 1,5 pl de una solucion de NDGA en DMSO a un tubo
con 148,5 ul de mezcla de reaccion, logrando concentraciones finales de NDGA entre 0 y 30
MM. Los tubos se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente, y luego se
centrifugaron para remover la mezcla de reaccion mediante aspiracion, preservando el
precipitado de membranas. A continuacion, los precipitados se lisaron con 200 ul de buffer de
lisis (10 mM Tris-HCI, 2% SDS pH 8,0) durante una hora, y finalmente se conté la cantidad
de tritio en los lisados mediante centelleo liquido en un contador PerkinElmer Tri-Carb 2910
TR. Cada reaccion se realiz6 en triplicado, ademas de un control de union inespecifica con D-
glucosa.

El desplazamiento de [*H]-CCB se calculé como la diferencia entre la cantidad de
[*H]-CCB en el lisado en presencia de 500 mM D-sorbitol y la cantidad de [*H]-CCB en el
lisado en presencia de 500 mM D-glucosa. Los pmoles de [°H]-CCB unidos se graficaron en
funcién de la concentracion de NDGA correspondiente, y los datos se ajustaron a una curva

hiperbdlica.

3.5 Cultivo celular

Las lineas celulares U-937 y HL-60 fueron cultivadas en medio RPMI-1640
suplementado con FBS diluido al 10% en volumen final, 100 U/ml penicilina y 100 pg/ml
sulfato de estreptomicina, a 37°C con 5% CO, ambiental, en botellas T-75. La densidad de las
células se mantuvo entre 1x10° y 2x10° células/ml. Cada 1 o 3 dias se contaron las células en
una cdmara de Neubauer, en microscopio de luz invertido, tomando 10 pl del cultivo y

mezclandolos con 10 pl de azul de tripan para distinguir las células vivas de las muertas.
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3.6 Ensayos de inhibicion del transporte en condiciones trans-cero de entrada

Para medir el efecto inhibitorio de NDGA sobre la captacion de glucosa en las lineas
celulares HL-60 y U-937 se realizaron ensayos a un volumen de 200 pl donde 30 pl
corresponden a una suspension de células (aproximadamente 2 millones de células) en PBS
pH 7,4, y 170 pl corresponden a una mezcla radiactiva que contiene 0,5 UCi de 2-DOG-[*H],
0,25 mM 2-DOG frio y concentraciones crecientes de NDGA entre 0 y 100 uM.

La reaccion comienza cuando a 30 ul de células se afiadieron 170 pl de mezcla
radiactiva, y luego de 40 segundos se detuvo afiadiendo 1 ml de solucion de detencion fria
(PBS pH 7,4, HgCl 10 uM). Se realiz6 un control de la radiacion basal (tiempo cero)
afiadiendo simultaneamente 170 ul de mezcla radiactiva con NDGA 100 uM y 1 ml de
solucion de detencion a un tubo con 30 pl de células a temperatura de hielo. Luego, los tubos
se centrifugaron a 13,4 rpm durante 15 segundos en una centrifuga, se extrajo el sobrenadante
y se lavé el pellet de células con 1 ml de solucidn de detencion fria y se centrifugd y extrajo el
sobrenadante una vez mas. Los pellets resultantes se trataron con 200 ml de tampdn de lisis
(Tris-HCI 10 mM, SDS 2% pH 8.0) durante al menos una hora. Finalmente se midi6 la
actividad radiactiva en los lisados mediante centelleo liquido en un contador PerkinElmer Tri-

Carb 2910 TR. Los ensayos fueron realizados a temperatura ambiente y en triplicado.

3.7 Caracterizacion del tipo de inhibicion en condiciones trans-cero de entrada

Para determinar el tipo de inhibicién que NDGA ejerce sobre la captacion de glucosa
en las lineas celulares leucémicas humanas U-937 y HL-60 se usO el método descrito por Sen
y Widdas (Sen y Widdas, 1962). Se midio el transporte de 2-DOG de la misma manera que en
el procedimiento anterior, pero en presencia de concentraciones crecientes de 2-DOG y una

concentracion constante de NDGA en la mezcla radiactiva. Se realizaron tres experimentos
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independientes, cada uno por triplicado, y con concentraciones determinadas de NDGA (0, 40
y 80 uM). La curva de saturacion resultante de cada experimento se expreso en un diagrama

de Hanes-Woolf.

3.8 Andlisis estadistico

Los graficos y ajustes de los datos a curvas se hicieron con el software SigmaPlot para
Windows, version 11,0 (Systat Software, Inc. 2008). Los analisis mediante el uso del criterio
de informacién de Akaike se hicieron con el software Prism 5 para Windows (GraphPad

Software, Inc. 2007).
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4. Resultados

4.1 Inhibicion del transporte de D-glucosa en eritrocitos humanos en condiciones de
salida (Ensayos de Sen-Widdas)

Para determinar si NDGA era capaz de unirse al sitio externo para D-glucosa del
transportador GLUT1 se realizaron ensayos de salida de D-glucosa en eritrocitos humanos,
células que expresan mayoritariamente GLUT1 en sus membranas. La salida de D-glucosa se
midio indirectamente al detectar los cambios en el tamafio y morfologia de eritrocitos
cargados con 100 mM D-glucosa al ser sometidos a una rapida disminucion en la osmolaridad
del medio, midiendo el aumento en el tiempo de la dispersion de luz en un
espectrofluorimetro. ElI aumento en la dispersion de luz asociado al cambio de volumen
eritrocitario es funcién de la velocidad de salida de D-glucosa, hasta que se alcanza el
equilibrio quimiosmotico entre el medio intracelular y el medio extracelular.

Se determind el efecto de concentraciones crecientes de NDGA (entre 0 y 100 pM)
sobre la constante de velocidad de primer orden (k) de la salida de D-glucosa en eritrocitos
humanos en cuatro experimentos independientes. Los datos de velocidad de salida en funcion
de la concentracion de NDGA se graficaron y ajustaron a una curva hiperbdlica, la cual se
presenta en la Figura 1A. Concentraciones micromolares de NDGA fueron capaces de inhibir
la salida de D-glucosa, con un valor de 1Csq promedio de 26,4+12,46 UM. Este valor se utilizé
como referencia para establecer las concentraciones de NDGA usadas en la caracterizacion del

mecanismo de inhibicion sobre la salida de D-glucosa en eritrocitos.
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Figura 1.- Inhibicién del transporte de D-glucosa en eritrocitos humanos por NDGA
en condiciones de salida (Ensayos de Sen-Widdas). Panel A. Velocidad de salida de
0,1 M D-glucosa a distintas concentraciones de NDGA. El grafico fue obtenido a partir de
cuatro experimentos independientes y se representa el promedio + desviacion estandar.
Panel B. Caracterizacion del patron de inhibicion de la salida de 0,1 M D-glucosa mediada
por 0; 7,5 y 15 uM NDGA, y una curva de inhibicion por 0,5 pM CCB. Los datos se
representan en un gafico de Hanes-Woolf y son representativos de cinco experimentos

independientes.
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4.2 Caracterizacion de la inhibicion del transporte de D-glucosa en eritrocitos humanos
en condiciones de salida

Sen y Widdas demostraron que al graficar los datos de velocidad de salida en
funcion de la concentracion externa de D-glucosa (Diagrama de Sen-Widdas) se obtiene
una recta cuyo intercepto en el eje de las abscisas corresponde al valor negativo de la
constante de semisaturacion (Kq) para el sitio externo para glucosa de GLUTL, cuyo valor
descrito en la literatura corresponde a 4 mM a 37°C (Sen y Widdas, 1962).

Para determinar el mecanismo de inhibicién de NDGA sobre el transporte de D-
glucosa facilitado por GLUTL1 en condiciones infinito-cis de salida se graficaron los datos
de velocidad de salida en funcién de la concentracién de D-glucosa en presencia de dos
concentraciones de inhibidor.

NDGA fue capaz de alterar la afinidad de D-glucosa por el sitio externo de GLUT1
(Figura 1B). El valor de Ky vario de 1,2 mM, en ausencia del inhibidor, a 3,9 mM y 5,5
mM en presencia de 7,5 y 15 uM NDGA, respectivamente. Estos resultados sugieren que
NDGA es un inhibidor competitivo de la salida de D-glucosa mediada por GLUTL1, ya que

es capaz de disminuir la afinidad de D-glucosa por el sitio externo del transportador.

4.3 Ensayos de desplazamiento de Citocalasina B (CCB)

Para verificar que NDGA se une directamente a GLUT1 y su efecto competitivo no
se debe a una interaccion inespecifica, se evaluo la capacidad de NDGA de desplazar una
concentracion fija de CCB; un conocido inhibidor competitivo del transporte de glucosa de
origen fangico que se une al sitio endofacial de GLUT1 (Bloch, 1973), y que permite

probar si otros compuestos son capaces de interactuar directamente con el transportador si
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concentraciones crecientes de estos compuestos son capaces de competir y desplazar a
CCB de su sitio de union al transportador.

En la Figura 2 se presentan los resultados de dichos experimentos, donde se
observa que concentraciones crecientes de NDGA fueron capaces de desplazar a CCB
unida a GLUTL1 de una manera dosis dependiente, con un I1Csq calculado de 0,45 uM. Esto

indica que NDGA interactlia directamente con el transportador de hexosas GLUT1.

4.4 Ensayos de inhibicion en condiciones trans-cero de entrada en lineas celulares U-937
y HL-60

Para determinar si NDGA es capaz de inhibir la captacion de glucosa en las lineas
celulares U-937 y HL-60 fue necesario asegurar que los experimentos fueran realizados en
condiciones de velocidad inicial (transporte lineal en el tiempo) y usando un
sustrato que no se metabolice. Experimentos realizados en el laboratorio han demostrado
que un tiempo de transporte de 40 segundos esta dentro de las condiciones de velocidad
inicial para el transporte mediado por GLUT1 (Ojeda, 2005, Salas et al., 2013). Para los
ensayos de inhibicion se usé como sustrato 2-DOG debido a que es reconocido por los
transportadores de glucosa GLUT, pero que no es metabolizado mediante la glicélisis mas
alla de su fosforilacion por hexokinasa (Wick et al., 1957).

En los paneles A 'y B de la Figura 3 se observa el efecto inhibitorio de
concentraciones crecientes de NDGA sobre la captacion de 0,25 mM 2-DOG en las lineas
celulares leucémicas U-937 y HL-60, respectivamente. Se obtuvo la concentracion
inhibitoria (1Csp) promedio de cuatro experimentos independientes, y se obtuvo un valor

de 85 uM para HL-60, y 53 uM para U-937. Estos resultados demuestran que NDGA en
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Figura 2.- Desplazamiento de CCB en membranas de eritrocitos humanos por
NDGA. Desplazamiento de 0,1 uM de CCB a concentraciones crecientes de NDGA,
expresando en pmoles de CCB unidos a membranas de eritrocitos humanos. El
experimento se realizo en triplicado, y los datos se muestran como el promediot
desviacion estandar. La linea continua corresponde a la regresion no lineal de los datos a

una curva hiperbolica.
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Figura 3.- Inhibicion del transporte de 2-DOG en condiciones trans-cero de entrada
en las lineas celulares U-937 y HL-60 por NDGA. Panel Ay B. Incorporacion de 0,25
mM 2-DOG a distintas concentraciones de NDGA en las lineas celulares U-937 y HL-60,
respectivamente. Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente y por triplicado.
Los diagramas representan el promedio de cuatro experimentos independientes, mostrando

la media y desviacion estandar de cada punto.
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concentraciones micromolares es capaz de inhibir la captacion de glucosa en ambas lineas
celulares leucémicas, y los valores de 1Cso permiten establecer una concentracion de
NDGA sobre la cual trabajar para caracterizar el mecanismo de inhibicion de este
compuesto sobre la captacion de glucosa en los modelos celulares usados.
4.5 Caracterizacion de la inhibicion por NDGA del transporte de glucosa en
condiciones de entrada

A partir de los valores de ICsy determinados en los experimentos anteriores se
decidi6 que para caracterizar la inhibicion se utilizarian concentraciones de NDGA de 0,
40 y 80 uM. Sin embargo no se obtuvieron resultados consistentes, por lo que se decidio
cambiar las concentraciones de NDGA a 30 y 60 uM.

En la Figura 4 se presenta un diagrama de Hanes-Woolf representativo de tres
ensayos independientes realizados en la linea celular U-937, en el cual se aprecia que las
concentraciones de NDGA utilizadas no desplazaron la Ky respecto a la curva de
saturacion en ausencia del inhibidor.

Para elegir el modelo que mejor se ajuste a los datos se utilizo el software Prism 5
para realizar una comparacion de los modelos competitivo y no competitivo mediante el
criterio de informacion de Akaike. El andlisis determind que la probabilidad de que el
modelo no competitivo sea correcto es de 83,62%, en comparacion con un 16,38% para el
modelo competitivo en células U-937. EI mismo analisis determind que el modelo no
competitivo tiene una probabilidad de 80,40% de ser correcto en células HL-60, contra un
19,60% de probabilidad del modelo competitivo.

Estos resultados sugieren que NDGA ejerce su efecto inhibitorio en ambas lineas
celulares sin desplazar al sustrato de su sitio de union a los transportadores, por lo que se

estaria uniendo a un sitio diferente al sitio de union a sustrato.
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de 2-DOG en lineas celulares leucémicas humanas. Panel A y B. Efecto de NDGA

sobre la captacion de 2-DOG en células U-937 y HL-60, respectivamente. Los datos se

presentan en un diagrama de Hanes-Woolf. Los diagramas son representativos de tres

experimentos independientes, mostrando la media de cada punto. Los experimentos se

realizaron a temperatura ambiente y por triplicado.
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5. Discusion

Los resultados de esta tesis han demostrado que NDGA, el principal metabolito de
L. tridentata, es capaz de inhibir el transporte de glucosa en eritrocitos humanos, y de 2-
desoxiglucosa en las lineas celulares HL-60 y U-937, con valores de 1Csy de 85 y 53 uM,
respectivamente. Esto sugiere que las células U-937 son més sensibles que las células HL-
60. Los estudios de transporte realizados en eritrocitos humanos permiten evaluar el efecto
de NDGA sobre el transporte de glucosa facilitado por el transportador GLUTL1 gracias a
que este tipo celular expresa en su membrana plasmatica grandes cantidades de esta
proteina. Concentraciones micromolares de NDGA fueron capaces de inhibir la salida de
D-glucosa de eritrocitos humanos, por lo que este compuesto es un efectivo inhibidor del
transporte de glucosa mediado por GLUTL.

Para determinar de mejor manera el mecanismo mediante el cual NDGA ejerce su
efecto inhibitorio, se realizaron experimentos que permitieron discriminar si este
compuesto se une al sitio de union del sustrato o si ejerce su efecto uniéndose a un sitio
distinto del transportador. Los ensayos de salida infinito-cis permiten evaluar el
mecanismo de inhibicion de moléculas pequefias sobre el sitio externo de union al sustrato
de GLUT1 en condiciones de salida de sustrato de la célula al medio, lo que permitiria
discernir el mecanismo de accion de NDGA. Los ensayos realizados demostraron que
NDGA fue capaz de desplazar la Ky del sitio externo en condiciones de salida, por lo que
compite directamente con D-glucosa por el sitio de union externo.

Para verificar que NDGA se une directamente a GLUT1 y su efecto competitivo no
se debe a una interaccion inespecifica, se evaluo la capacidad de NDGA de desplazar una
concentracion fija de citocalasina B; un conocido inhibidor competitivo del transporte de

glucosa que se une al sitio endofacial de GLUT1 (Bloch, 1973) y que permite probar si
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otros compuestos son capaces de interactuar directamente con el transportador. Los
resultados demuestran que NDGA es capaz de desplazar a CCB unida a GLUTL, lo que
indica que el efecto inhibitorio de este polifenol se debe a una interaccion directa con
GLUTL1 y no a un efecto inespecifico a nivel de la membrana plasmatica.

Uno de los objetivos de esta tesis es probar el efecto de NDGA sobre la captacion
de glucosa en las lineas leucémicas humanas HL-60 y U-937 con el fin de inhibir el
transporte del nutriente a estas células y generar un estado de privacion de energia e
impedir o retardar su crecimiento. Los resultados demostraron que NDGA fue capaz de
inhibir la captacion de 2-DOG en ambas lineas celulares de manera dosis dependiente a
concentraciones micromolares, lo que indica que este polifenol es un buen candidato para
continuar estudios farmacéuticos sobre estas lineas celulares de cancer, ya sea s6lo o en
conjunto con otros farmacos naturales. Ademas, se caracterizé el mecanismo de inhibicion
de NDGA en experimentos cero-trans en condiciones de entrada, lo que permitié evaluar
la Kq4 del sitio de union exofacial de los transportadores. Se encontr6 que NDGA inhibe de
manera no competitiva la entrada de glucosa a las células, lo que indicaria que en estas
condiciones NDGA no se une al sitio externo de union a sustrato.

Los experimentos cinéticos realizados en eritrocitos y en células leucémicas
humanas evalGan la Kyq de un mismo sitio de unién a sustrato (Carruthers, 1990).
Sorprendentemente, los resultados obtenidos en ambos modelos son discrepantes, ya que
en eritrocitos se observa un comportamiento competitivo, y en células leucémicas un
mecanismo no competitivo. Esto da lugar a dos hipotesis que podrian ayudar a explicar
para este fendmeno, las cuales seran discutidas a continuacion.

El hecho que NDGA es capaz de disminuir la afinidad del transportador por

glucosa en ensayos infinito-cis de salida sugiere que existe un sitio de unién a este
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compuesto que se encontraria en la cara externa del transportador. Asumiendo el modelo
de transportador simple, GLUT1 presenta de manera alternativa un sitio de unién a
sustrato endofacial o exofacial, y el mecanismo de transporte involucra cambios
conformacionales entre ambas orientaciones, lo que permite el transporte facilitado de
glucosa a traves de la membrana (Widdas, 1952; Lieb y Stein, 1974; Krupa y Deves,
1981). Este mecanismo consta de cuatro etapas: primero una conformacién hacia afuera
capaz de aceptar al sustrato, luego un cambio conformacional del transportador inducido
por la union del sustrato (complejo transportador-sustrato), en tercer lugar el transportador
se orienta hacia el interior de la célula y libera al sustrato, y por ultimo una lenta
regeneracion de la orientacién hacia afuera del transportador que corresponde al paso
limitante (Figura 5).

En los experimentos de Sen-Widdas hay salida de glucosa desde los eritrocitos
hacia el medio, lo que implica que la conformacién predominante es aquella que orienta al
transportador hacia afuera. Esta conformacion dejaria al sitio de unién a sustrato exofacial
disponible para que NDGA u otros inhibidores competitivos como floretina o pentoxifilina
bloqueen el acceso de glucosa al sitio. Por el contrario, en los ensayos cero-trans de
entrada realizados en células leucémicas la conformacién predominante del transportador
es la orientacion hacia el interior de la célula.

Es posible que el sitio de unién de NDGA se ubique en una region del

transportador que se encuentra cercana al sitio de union exofacial cuando el transportador



28

[

Figura 5.- Modelo de transportador simple (simple carrier model). Panel A y B.
Diagrama de King-Altman y esquema, respectivamente, del modelo simple (o de
conformacién alternante) para el transporte de hexosas. En ausencia de sustrato (S), el
transportador (X) se puede encontrar en una de dos conformaciones (X; 0 X). Al unirse S
a X por un lado de la membrana, se genera el complejo sustrato-transportador (X.S; 0
X.S;), que cambia de conformacion para liberar el sustrato en el lado opuesto (Adaptado

de Carruthers, 1990).
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se orienta hacia el medio extracelular, y que el inhibidor interactie con el sitio de unién a
sustrato en esta conformacion y logre bloquear la union de glucosa de manera competitiva.
La orientacion opuesta que predomina en los experimentos de entrada mantendrian
alejados a ambos sitios, evitando que ambos interactien directamente. NDGA es capaz de
inhibir la entrada de glucosa de manera no competitiva en esta condicion, lo que indica que
su unién provoca un cambio conformacional que dificulta la translocacion de glucosa
mediada por el transportador.

Otra hipotesis que puede explicar las diferencias observadas en los experimentos es
que las distintas composiciones de las membranas celulares en los modelos celulares
usados (eritrocitos y células leucémicas) puedan afectar como NDGA se une a GLUTL.
Carruthers y Melchior realizaron estudios cinéticos en bicapas lipidicas reconstituidas con
la proteina de membrana eritrocitaria (GLUT1), y demostraron que la longitud de las
cadenas alifaticas de los acidos grasos, el grado de insaturacién y la cantidad de colesterol
en las bicapas reconstituidas afectan la actividad absoluta del sistema de transporte
(Carruthers y Melchior, 1984). Distintos tipos celulares poseen diferentes composiciones
de lipidos en sus membranas plasmaticas, por lo que se deberian observar diferencias en la
velocidad de transporte de glucosa si se utilizan dos modelos celulares distintos. Aun asi,
no hay evidencia que tales diferencias puedan afectar el mecanismo de accion de un
inhibidor reversible sobre el flujo de glucosa mediado por transportadores, por lo tanto,
demostrar que tal efecto es posible puede dar luces sobre como el ambiente en el que se
encuentra un transportador puede afectar su sensibilidad a inhibidores.

Para probar si la diferencia observada en el mecanismo de inhibicion de NDGA
ocurre debido a las diferencias en los modelos celulares o si depende de la orientacion del

transportador predominante durante los experimentos, proponemos realizar experimentos
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cero-trans de entrada en eritrocitos, de manera similar a los que se hicieron en las lineas
HL-60 y U-937. Si la diferencia ocurre por la orientacion del transportador entonces se
espera que en ese tipo de experimentos el mecanismo de inhibicion sea no competitivo, al
igual que en las lineas celulares leucémicas. En cambio, si es el modelo celular el factor
que produjo la diferencia, entonces los experimentos deberian mostrar un mecanismo
competitivo, de mismo modo que en eritrocitos.

La decision de estudiar las propiedades de NDGA sobre la captacion de glucosa en
células leucémicas nace de la busqueda de compuestos naturales que posean propiedades
anticancerigenas. Dentro de estos compuestos, resveratrol es una fitoalexina que posee
propiedades antiproliferativas y antioxidantes, y cuyo efecto inhibidor sobre el transporte
de glucosa en células leucémicas ha sido estudiado a cabalidad en el laboratorio (Salas et
al., 2013). Dada la similitud estructural entre RSV y NDGA, y los estudios que
demuestran que ambos polifenoles tienen efectos citotoxicos y antiproliferativos en
distintos modelos de células cancerigenas, surge la posibilidad de evaluar el efecto de
ambas drogas en conjunto para poder determinar si pueden ser usadas en combinacién para
lograr un mayor efecto anticancerigeno. Parada (2012) evalué en el efecto combinado de
distintas concentraciones de RSV y NDGA sobre la viabilidad de las lineas celulares U-
937 y HL-60. Su trabajo revel6 que la accion combinada de ambos compuestos produce un
efecto citotdxico sinérgico dependiente de la activacion de caspasa-3 sobre ambas lineas
celulares.

Dados estos antecedentes y los resultados obtenidos en esta tesis, se puede plantear
la posibilidad de que la combinacion de NDGA y RSV puedan generar un efecto
inhibitorio aditivo o sinérgico sobre la captacion de glucosa en las lineas celulares

leucemicas estudiadas. Esto gracias a que ambos compuestos actian sobre sitios distintos
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del transportador GLUTL1. Los experimentos publicados el afio 2013 por el laboratorio
demuestran que RSV se comporta como un inhibidor competitivo en condiciones de
equilibrio y en experimentos cero-trans de salida en eritrocitos humanos, y como un
inhibidor no competitivo en experimentos cero-trans de entrada, lo que sugiere que sitio de
unién a resveratrol en GLUT1 sélo es accesible por la cara interna del transportador (Salas
et al., 2013). Por otro lado, los resultados de esta tesis sugieren que NDGA se comporta
como un inhibidor competitivo en condiciones de salida, y que su sitio de unién se
encuentra en la cara externa del transportador. Estos resultados apoyan la posibilidad de
que los efectos de ambos compuestos combinados puedan sumarse o tener un efecto
sinérgico, por lo que probar esta hipotesis es una opcidn a considerar si se quiere avanzar
en la implementacion de una terapia combinada con estos compuestos naturales.

En conclusion esta tesis demuestra que NDGA es un inhibidor no competitivo de la
captacién de glucosa en las lineas celulares leucémicas humanas HL-60 y U-937. En
eritrocitos humanos, NDGA se comportdé como un inhibidor competitivo de la salida de

glucosa, uniéndose directamente al transportador GLUT1.
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