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Resumen y Abstract IX

Resumen

El comportamiento biolégico de las células cancerosas es influenciado por el
microambiente en el que se desarrollan y en este, factores como la angiogénesis o el
estimulo de agentes estresores como la hipoxia, se han considerado criticos para su
evolucion y manejo terapéutico. Uno de los mecanismos moleculares implicados en la
respuesta celular frente a estimulos estresores es la activacion de vias de senalizacion
intracelulares; en este estudio, se evalud el estado de la via JAK/STAT y en ella la
expresion/activacion de la proteina STAT3 en la linea tumoral (HelLa) y endotelial
(EA.hy926), sometidas a hipoxia fisica y quimica con mesilato de deferoxamina durante
2, 6 y 24 horas. Adicionalmente, al considerar la importancia de la hipoxia como un
agente modificador de la respuesta en el manejo del cancer utilizando radiaciones
ionizantes, se construyeron curvas de supervivencia celular que permitieron evaluar el
comportamiento celular frente a estos estimulos. El presente estudio resalta la
importancia de la hipoxia como un estimulo que modifica la activacion de la proteina

STAT3 y la supervivencia de células irradiadas en las dos lineas estudiadas.

Palabras clave: Microambientes tumorales, hipoxia tumoral, células endoteliales, células

Hela, via JAK/STAT, radiaciones ionizantes, ensayo de supervivencia celular.

Abstract

The biological behavior of cancer cells is influenced by the microenvironment in which
they develop and factors like angiogenesis and stressor stimuli such as hypoxia are
considered critical for tumor development and therapeutic management. One of the
molecular mechanisms involved in cellular response to stressful stimuli is the activation of
intracellular signaling pathways, in this study we have evaluated the state of the JAK /
STAT and therein the expression / activation of STAT3 protein in the tumor (HelLa) and

endothelial (EA.hy926) cell lines subjected to physical and chemical hypoxia with



X Resumen y Abstract

deferoxamine mesylate for 2, 6 and 24 hours. Additionally, considering the importance of
hypoxia as a modifying agent in the response of cancer management using ionizing
radiation; cell survival curves were constructed to assess the cellular behavior compared
to these stimuli. This study highlights the importance of hypoxia as a stimulus which
modifies the STAT3 protein activation and survival of cells irradiated in the two cell lines
studied.

Keywords:). Tumor microenvironment, tumor hypoxia, endothelial cells, HeLa cells,

JAK/STAT pathway, ionizing radiation, cell survival assay
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Introduccion

El cancer constituye uno de los mayores problemas de salud publica a nivel mundial y
una de las patologias de mas dificil diagndstico y tratamiento. A pesar de los grandes
avances realizados en las ultimas décadas en la comprension y estudio de esta entidad,
su control continua siendo esquivo. Entre los factores que afectan el comportamiento
biologico de las células cancerosas, los microambientes tumorales han cobrado gran
interés y, especificamente la hipoxia tumoral junto con el reclutamiento y la formacion de
nuevos vasos sanguineos. Uno de los mecanismos moleculares implicados de manera
reciente en la respuesta celular frente a estimulos estresores, es la activacién de vias de

sefalizacion intracelular y entre ellas, la via JAK/STAT.

Uno de los objetivos del presente estudio fue el de evaluar el estado de
expresion/activacion de la via de sefalizacion JAK/STAT en células cancerosas vy
endoteliales sometidas a estrés hipdxico. Para ello se escogieron como modelos una
linea tumoral de cérvix HelLa y una linea endotelial EA.hy926 y en ellas se estudio la
respuesta al estrés hipdéxico a través de la proteina STAT3. Las células fueron sometidas
a condiciones de hipoxia fisica y quimica con mesilato de deferoxamina durante 2, 6 y 24
horas. Se comprobaron las condiciones de hipoxia mediante la activacion del factor
inducido por la hipoxia — 1 (HIF-1) y se analiz6 el efecto de estos agentes estresores
sobre la viabilidad celular. Para determinar cambios en la expresion de la proteina STAT3
se realizd la extraccion de proteinas totales en las diferentes condiciones de estimulo y
se detectdé por western blotting mediante el uso de anticuerpos especificos. Para
determinar la activacion de STAT3 se realizé inmunoprecipitacion utilizando proteina G-
sefarosa y anticuerpos dirigidos a proteinas con residuos de tirosinas fosforiladas, lo cual
permitid su posterior deteccidbn por western blotting. Adicionalmente se realizo

inmunofluoresencia indirecta para determinar localizacion subcelular de la proteina.
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Nuestros resultados evidenciaron que la hipoxia fisica induce activacién de la proteina
STAT3 en células HelLa y EA.hy926, destacando la importancia de la via JAK/STAT en

respuesta a estimulos estresores en células tumorales y endoteliales.

El microambiente tumoral ha mostrado también ser importante para comprender y
optimizar la respuesta a diversos tipos de manejo terapéutico. En radioterapia las
condiciones de oxigenacion tumoral, son consideradas un factor critico a nivel de
pronéstico y éxito frente a este manejo. A pesar de que durante la ultima década han
sobrevenido grandes avances terapéuticos y experimentales, una gran parte de los

fundamentos biolégicos y quimicos continuan por explorar.

Con este proyecto se busco optimizar la técnica de exposicidén a radiaciones ionizantes
en modelos celulares y estandarizar los procedimientos para la obtenciéon de las curvas
de supervivencia celular. Para ello, las células en cultivo fueron sometidas a condiciones
de normoxia e hipoxia fisica y quimica durante 24 horas con posterior reoxigenacion, tras
lo cual se irradiaron utilizando un acelerador linear de particulas para administrar
diferentes dosis de radiacion, fotones a 6 y 15 MV; posteriormente, las células fueron
sembradas y cultivadas para permitir la formacién de colonias las cuales se cuantificaron
y a partir de los datos obtenidos, se construyeron las curvas de supervivencia celular
empleando el modelo linear cuadratico. El desarrollo de esta metodologia se llevo a cabo
en el marco de una alianza entre los grupos de investigacion de Bio-Bio de la Universidad
del Rosario y Fisica Médica de la Universidad Nacional de Colombia, con la colaboracién
de la Fundacién Santa Fe de Bogota, el centro de oncologia de la Clinica el Country y el

Instituto Nacional de Cancerologia.

Los resultados permitieron la comparacion de las curvas de supervivencia obtenidas,
constituyendo un acercamiento al campo de la radiobiologia con perspectivas a ampliar
los resultados obtenidos y aportar nuevo conocimiento en la comprension de los
fenémenos bioldgicos asociados a los tratamientos con radiaciones ionizantes, que

permita disenar nuevas estrategias para su optimizacion.



1.Marco Teoérico

1.1 Hipoxia y Cancer

1.1.1 Epidemiologia del Cancer

El cancer es un importante problema de salud publica a nivel global y una de las
principales causas de muerte tanto en paises econdmicamente desarrollados como en
via de desarrollo. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ocupa el tercer
puesto entre todas las causas de muerte en el planeta y durante las ultimas décadas la
carga que representa a los sistemas de salud y la comunidad se ha incrementado en
paises en desarrollo como resultado del crecimiento y el envejecimiento de la poblacion,

asi como de la adopcién de estilos de vida asociados a cancer'™.

Segun las estadisticas de GLOBOCAN 2008 elaboradas por la IARC (International
Agency for Research in Cancer)*®, se estimaron 12.7 millones de casos de cancer y 7.6
millones de muertes durante 2008, con 56% del total de casos y 64% de las muertes en
paises econdmicamente en desarrollo. El cancer de mama en mujeres y el cancer de
pulmén en hombres son los canceres mas frecuentemente diagnosticados y las
principales causas de muerte tanto en paises desarrollados como en via de desarrollo, a
excepcidn del cancer de pulmén el cual es precedido por el cancer de prostata como uno
de los mas frecuentes en hombres en paises en desarrollo. Estos tumores son seguidos
por orden de frecuencia en mortalidad a nivel mundial por tumores de estébmago e higado
en hombres y, cérvix y pulmon en mujeres en paises en desarrollo, y por cancer
colorectal y de pulmén en mujeres y pulmon o préostata en hombres en paises

desarrollados.

De acuerdo con las estadisticas de la Organizacién Panamericana de la Salud y el
Instituto Nacional de Cancerologia®’, en Colombia la mortalidad por neoplasias malignas

ha ido en aumento pasando de 27.051 muertes registradas en 2000 a 32.815 muertes
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por neoplasias malignas durante el 2009 con una tasa de mortalidad durante el 2009 de
76.5 por cada 100.000 habitantes. La principal causa de muerte por tumores malignos en
hombres es el cancer de estémago seguido por cancer de préstata, traquea, bronquios y
pulmén y colon, recto y ano en orden decreciente; en mujeres es el cancer de mama
seguido por el cancer de cuello de utero, estdmago y traquea, bronquios y pulmoén. Los
datos de incidencia durante 2008 reportaron 58.534 nuevos casos de cancer con una
tasa de incidencia de 150.2 casos por cada 100.000 habitantes siendo los tumores mas
frecuentes en hombres el cancer de préstata, seguido por estdmago, traquea, bronquios,
pulmon y colon, recto y ano; en mujeres, el cancer de mama seguido por el de cérvix,

estdmago y colon, recto y ano.

Se muestra a continuacién la incidencia y mortalidad de cancer para los tipos de tumores

mas comunes a nivel mundial y para Colombia (Figura 1-1 y Figura 1-2).
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0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
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Figura1—1: Incidencia y mortalidad por localizacion tumoral a nivel mundial.
Valores en miles. Adaptado de: Jemal A et al. 2011°.
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Figura1—2: Incidencia y mortalidad por localizaciéon tumoral en Colombia.
Adaptado de estadisticas GLOBOCAN 2008*.

1.1.2 Microambientes tumorales

La conquista del cancer continda siendo un gran reto para la ciencia médica. A pesar de
los grandes avances realizados en las ultimas décadas en la comprension y estudio de
esta entidad, su control continGia siendo esquivo®. Esto se debe en gran medida a que el
cancer es una enfermedad notablemente compleja en la que existen un gran nimero de
rutas moleculares y celulares alteradas que se traducen en multiples fenotipos,
agrupados dentro de una misma entidad®. El entendimiento de los mecanismos
bioquimicos y genéticos por el cual los tumores se desarrollan es considerado
actualmente una herramienta fundamental para detectar, clasificar, monitorear y tratar
este tipo de enfermedades. Asi lo demuestran nuevos métodos de diagndstico y

medicamentos basados en moléculas que inhiben o revierten su crecimiento°.

El comportamiento biolégico de las células cancerosas ha sido asociado a mutaciones
subyacentes y a multiples alteraciones en las rutas de sefializacion que gobiernan el ciclo
celular, el crecimiento celular, la muerte celular programada, la longevidad, la motilidad,

la apoptosis y la integridad nuclear''. Adicionalmente a las caracteristicas fisioldgicas
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intrinsecas de las células cancerosas, el microambiente es reconocido como un
componente critico para comprender el proceso de tumorogénesis y asi mismo puede
constituir un potencial blanco para atacar esta patologia'. Diversas investigaciones han
permitido agrupar propiedades comunes a todos los tipos tumorales denominadas
marcas del cancer, estas incluyen la adquisicién de sefales de autosuficiencia, la
capacidad para la proliferacion extendida, la resistencia a las sefales de crecimiento
inhibitorias, la capacidad para evadir sefiales de muerte, el potencial para inducir invasion
y metastasis, la capacidad para inducir la formacion de vasos sanguineos y las
recientemente descritas caracteristicas emergentes y activantes'"'. Algunas de estas
caracteristicas son propiedades de las células cancerigenas per se, pero otras dependen
de la comunicacién entre las células cancerosas y sus ambientes macromoleculares y
celulares. Cada propiedad puede constituir una vulnerabilidad en un tumor, y por lo tanto
ser explotada por nuevas terapias especialmente cuando las mutaciones subyacentes y

las rutas de senalizacion son conocidas.

El tejido tumoral no solo esta constituido por células tumorales, existe un complejo
entramado de células asociadas no tumorales y condiciones ambientales que cumplen
funciones criticas para el desarrollo del fenotipo tumoral. Dentro de este microambiente
se encuentran células asociadas al tumor como fibroblastos del estroma, adipocitos,
células del sistema inmune como macréfagos, neutrdéfilos y células que constituyen vasos
sanguineos entre otras (Figura 1-3). Existen ademas otros factores biolégicos, quimicos
y fisicos como moléculas de la matriz extracelular, y condiciones ambientales de

oxigenacion, presién intersticial y pH, que afectan el comportamiento tumoral™.
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Figura1—3: Células del microambiente tumoral.

Distintos tipos de células constituyen los tumores solidos. El parénquima y el estroma del tejido
tumoral estan constituidos por diferentes tipos y subtipos de células que de manera colectiva
permiten el crecimiento y progresion tumoral. Adaptado de Hanahan et al.”

Aunque las células tumorales escapan a muchas de las funciones de regulaciéon normal y
en su microambiente a menudo existen condiciones anormales, las células no-tumorales
y los productos que constituyen su microambiente contindan regulando en gran medida
su fenotipo. Las células del microambiente pueden regular su funcionamiento por medio
de la interaccion directa, o secretando moléculas reguladoras como citoquinas,
quimioquinas y factores de crecimiento que estimulan o inhiben procesos de proliferacién

y de diferenciacion™®.

1.1.3 Hipoxia Tumoral

Uno de los factores criticos que afectan tanto a células tumorales como adyacentes al
tumor, son las concentraciones de oxigeno tisulares'’. Dado que un numero limitado de
células pueden recibir un aporte por difusion directa a partir de un vaso sanguineo, 60-
100 ym alrededor de un vaso, las células restantes requieren de una fuente diferente o
sufren condiciones de estrés metabdlico como hipoxia y falta de nutrientes. La
distribuciéon de las areas de hipoxia es heterogénea al interior del tumor. Diversos
estudios sugieren que el 50 — 60% de los tumores sodlidos en estadios avanzados
muestran extensas areas de hipoxia/anoxia distribuidas de manera heterogénea dentro

del tumor’®.
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Las areas hipdxicas son producto de un desequilibrio entre la entrega y el consumo de
oxigeno. En tejido tumoral la tasa de consumo de oxigeno de células neoplasicas y
estromales sobrepasa el aporte ya limitado, resultando en areas con concentraciones de
oxigeno muy bajas. Varios mecanismos han sido involucrados en este proceso, entre
ellos cabe mencionar, las severas anormalidades funcionales y estructurales del tejido
vascular, el deterioro en la geometria de difusién producto del rapido crecimiento de las
células neoplasicas y las altas demandas metabdlicas y energéticas caracteristicas de

este tipo de células'.

Las células tumorales se encuentran en un continuum de concentraciones de oxigeno,
que puede ir desde las concentraciones mas altas alrededor de los capilares sanguineos
hasta condiciones cercanas a la anoxia en sitios distantes a los capilares. Aunque se
asume de manera tradicional que la tension de oxigeno en la mayoria de tejidos es
similar a la de la sangre venosa (20-40 mm Hg), observaciones demuestran que la
tension de oxigeno puede variar ampliamente en condiciones fisiolégicas en un rango de
1 — 40 mm Hg. En tejidos bajo condiciones fisioldgicas y en células tumorales se ha
encontrado que alteraciones en la expresidén génica y proteica pueden ser causadas por

concentraciones de oxigeno menores del 5%, consideradas hipoxicas®?'.

Es importante reconocer que las condiciones de hipoxia al interior del tumor son
resultado de dos mecanismos diferentes. La hipoxia crénica es producto de la distancia
de difusién limitada desde la fuente de oxigeno a las células que lo requieren. En
contraste, la hipoxia aguda es resultado de la interrupcion temporal del aporte sanguineo
causada usualmente por vasos estructural y morfolégicamente anormales. Ambos
procesos han sido implicados en la progresion de procesos malignos y en las

caracteristicas fenotipicas tumorales?.

El efecto de condiciones de hipoxia cronica produce un patron de distribucién de la
oxigenacion acorde a la tasa de difusion del oxigeno, mientras que la hipoxia aguda
produce un patrén intermitente o ciclico. En la hipoxia intermitente la oxigenacion es
tiempo dependiente ya que las células en un momento determinado pueden encontrarse
con concentraciones de oxigeno normales, posteriormente hipéxicas y luego re-
oxigenarse. Pruebas experimentales que utilizan marcadores de hipoxia muestran que la

hipoxia aguda/intermitente es ubicua en tumores humanos y en modelos experimentales,
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encontrandose que el 8 — 20 % de las células tumorales experimentan este tipo de
hipoxia®. La frecuencia de los ciclos hipoxia re-oxigenacién puede variar desde minutos
a varias horas. Esta fluctuacion temporal contintia siendo motivo de intensa investigacion,
ya que ha mostrado tener un impacto en la respuesta bioldgica a diferentes formas de

terapia®*?°.

1.1.4 Células endoteliales e hipoxia

La microvasculatura es esencial para el crecimiento tumoral y ha sido considerada de
igual manera un proceso critico en el desarrollo de procesos malignos®. El crecimiento
del tejido tumoral esta estrechamente vinculado con la habilidad para asegurar una
adecuada irrigacion sanguinea que aporte nutrientes y oxigeno para su crecimiento y
demandas metabdlicas. En tejidos normales, el crecimiento de nuevos vasos sanguineos
esta estrechamente coordinado por un balance entre moléculas pro-angiogénicas y anti-
angiogénicas. Las aberraciones en el crecimiento de vasos sanguineos estan asociadas
a un gran numero de condiciones patolégicas y en particular a la formacién, progresion e

invasioén en patologias tumorales?’.

Se han propuesto varios mecanismos que explican la continua formacion de redes
vasculares en el tejido tumoral®. Entre estos encontramos la angiogénesis por
proliferacion endotelial a partir de vasos preexistentes, la vasculogénesis o formacion de
novo de vasos sanguineos a través de la incorporacion de ceélulas precursoras
endoteliales circulantes, la co-opcion o asimilacion de vasos existentes para suplir al
tumor, la intususcepcion o incorporacion de células endoteliales provenientes del tumor al
lumen de vasos existentes y la formacién de canales pseudovasculares por células
tumorales también denominado “mimetismo vascular”. Todos estos mecanismos
conducen a una vasculatura tumoral caracterizada por una fuerte proliferacion, pero al
mismo tiempo inmadura, estructuralmente alterada y en términos funcionales altamente
ineficaz, lo que se traduce de manera directa en un flujo sanguineo cadtico y

heterogéneo®.

Los tumores adquieren la habilidad para favorecer el crecimiento de redes vasculares
que suplen sus demandas alterando el equilibrio entre factores pro- y anti angiogénicos.

Fundamentalmente, los tumores sobre-regulan la produccion de proteinas pro-
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angiogénicas como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), angiopoyetina,
moléculas de la familia de factores de crecimiento como el factor de crecimiento
fibroblastico (FGF), neurofilina, Robo y Efrina A/B (EPH-A/B) que sub-regulan la
produccion de proteinas anti-angiogénicas como la trombospondina-1, produciendo como
resultado final un ambiente favorable para el crecimiento de nuevos vasos sanguineos,

también denominado “switch angiogénico”%?".

Oftro de los mecanismos moleculares implicado en el crecimiento y regulacién vascular es
la activacion a nivel endotelial de receptores de tirosina quinasa por factores de
crecimiento polipeptidicos. Factores de crecimiento como el factor de crecimiento
epidermal (EGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y efrinas, han
mostrado modular la angiogénesis, sugiriendo que la sefializacion por multiples

receptores es necesaria para la modulacion del crecimiento de los vasos sanguineos®.

1.2 Vias de senalizacidn activadas por estrés hipdéxico en
cancer

Ante el estrés que representa para las células cancerosas las bajas concentraciones de
oxigeno, estas tienen mecanismos de respuesta que incluyen un amplio numero de rutas
de sefalizaciébn que modulan la expresion génica y producen cambios a este nivel. Estas
modificaciones resultan en cambios en el transcriptoma y proteoma que conducen a
alteraciones en la cinética de proliferacion, cambios en el metabolismo celular,
incremento de actividad de enzimas relacionadas con el metabolismo oxidativo e
incremento de la actividad transcripcional. Entre estas proteinas se incluyen
transportadores de glucosa, proteinas relacionadas con la reparacion del ADN, factores
de crecimiento y proteinas involucradas en la regulacion de la apoptosis, la

|33

diferenciacion, la proliferacion y la invasividad tumoral®™. En este estudio profundizamos

en la via de senalizacion del factor inducido por lo hipoxia 1 (HIF-1) y la via JAK/STAT.

1.2.1 Via de senalizacion HIF-1

Muchos de los procesos celulares inducidos por la hipoxia son controlados por el factor

inducido por la hipoxia (HIF-1), incluyendo la angiogénesis, el metabolismo glicolitico, la
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eritropoyesis y la invasividad del tumor**?*

. ElI HIF-1 es un factor de transcripcion
heterodimérico perteneciente a la familia de proteinas con dominio basic-helix-loop-helix
(bHLH), constituido por una subunidad estable HIF-1B y una de tres subunidades
reguladas por oxigeno (HIF-1a HIF-2a, HIF-3a). La activacion de HIF-1 es un proceso
secuencial que involucra principalmente la estabilizacion de HIF-a, su heterodimerizacién
con HIF-1B, su translocacién nuclear y su interaccion con otras proteinas (Figura 1-4).
En el nucleo, HIF-1 se une a los elementos de respuesta a la hipoxia (Hypoxia-response
elements, HRE) en las regiones promotoras de los genes involucrados en esta via. Se ha
demostrado que HIF-1 es activado por debajo de un punto de corte de 5% de oxigeno y
su concentracién se ve progresivamente aumentada hasta concentraciones de 0.1 —
0.2% de oxigeno, regulando la expresion génica de mas de 100 genes encargados de

proteger a las células del estrés hipdxico®’.

HIF-1 censa las variaciones de oxigeno de manera indirecta a través de dos tipos de
sensores de oxigeno que lo regulan. El primero, corresponde a proteinas con dominio
prolil-hidroxilasa (Prolyl hydroxylase domain, PHD) que modifican dos residuos (P402 y/o
P564) sobre HIF-1a en el dominio de degradaciéon dependiente de oxigeno (oxygen-
dependent degradation domain, ODDD); el HIF modificado interacciona con la proteina
supresora tumoral von Hippel Lindau (VHL), un componente del complejo ubiquitin-
proteosoma, causando en condiciones de normoxia su degradacion. El segundo, es una
asparaginil-hidroxilasa, denominada factor inhibidor de HIF-1 (Factor Inhibiting HIF-1,
FIH), que actua a nivel del residuo N803 en el dominio de activacién transcripcional del
carboxilo terminal (Carboxy-terminal transcriptional activation domain C-TAD),
modificando su unidon con varios co-activadores como P300 y CBP (CREB-Binding
Protein). Se ha postulado que la especificidad y la diversidad transcripcional en respuesta
a la hipoxia se deben en gran medida a la estrecha regulacion de cada uno de estos
procesos junto con otras modificaciones postraduccionales como acetilacion (OAc) y

fosforilacion®°,
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Figura 1—4: Regulacion de HIF-1a.

En condiciones de normoxia HIF-1a es hidroxilado por prolil-hidroxilasas y reconocido por pVHL,
la cual realiza el marcaje por ubiquitinizacion para su posterior degradacion por el sistema de
proteosoma. La acetilacion (OAc) de HIF-1a también promueve su union con pVHL. En respuesta
a la hipoxia, se inhibe la hidroxilacion de las prolinas lo cual conduce a su acumulacion y
translocacion al nucleo en donde se dimeriza con HIF-1f3. EI complejo activo junto con otros co-
activadores como p300 y CBP (CREB-BindingProtein) reconoce a los elementos de respuesta a la
hipoxia (HRE), en la regién promotora de un gran niumero de genes blanco involucrados en la
respuesta celular frente a hipoxia. Adaptada de Carroll et al*.

La contribucién de HIF-1 al crecimiento tumoral ha sido ampliamente demostrada. La
delecién génica en células embrionarias de raton demostré que la pérdida de HIF-1aq,
resulta en reduccion de la masa tumoral e incremento de la apoptosis en células
tumorales de teratocarcinomas*'. Por otra parte, experimentos en los que se utilizaron
modelos de xenoinjertos subcutaneos en ratones mostraron el papel central de HIF-1 en

la angiogénesis y el crecimiento tumoral***3.

Un interesante estudio realizado en el 2004 por Tang et al, aporté informacion adicional
al demostrar que HIF-1 promueve el crecimiento tumoral mediante la regulacién de la
funcién de las células endoteliales**, de hecho, se conoce que multiples genes blanco de
HIF-1 modulan la angiogénesis al promover los procesos mitogénicos y de migracion de

las células endoteliales constituyendo uno de los ejemplos mas representativos la
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activacion directa de la transcripcion del gen VEGF, por medio de su unién en su region
promotora a un HRE®*. Experimentos in vitro han mostrado adicionalmente una
correlacion entre la hipoxia y otros factores angiogénicos como angiopoyetina 1
(ANGPT1), angiopoyetina 2 (ANGPT2), factor de crecimiento derivado de plaquetas AA
(PDGD-AA), factor de crecimiento derivado de plaquetas BB (PDGF-BB), interleuquina 8
(IL-8), EGF, factor transformador del crecimiento B1 (TGFB1), factor transformador del
crecimiento B2 (TGFPB2) y proteina inducida por el interferén gamma (IP-10)***". Se ha
descrito adicionalmente un gran numero de oncoproteinas moduladas por la hipoxia que
actuan como factores angiogénicos, de manera tanto dependiente como independiente
de HIF-1*8. Entre ellas se han descrito varias moléculas como FGF, PDGF y el factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-«kB)**~2.
Estas moléculas comparten la caracteristica comun de activar o participar en rutas de
sefializacion intracelulares y han permitido identificar la existencia de efectos sinérgicos

entre oncoproteinas e hipoxia sobre la angiogénesis y el crecimiento tumoral.

Aunqgue la mayoria de la investigacion en hipoxia se ha centrado en la via activada por
HIF-1, existen otros factores de transcripcion activados por condiciones de hipoxia por
vias independientes a HIF**, como es el caso de la induccién de la proteina inhibidora de
la apoptosis por hipoxia (IAP-2) asociada a modificaciones en la transcripcion por la
proteina de unién a elementos de respuesta a AMP ciclico (CREB). Por otra parte, el
aumento en la expresién de ciclooxigenasa — 2 (COX-2) ha sido vinculada con NF-kB en
hipoxia® y del factor de crecimiento placentario (PIGF), un ligando de VEGFR inducido
por el factor de transcripcion activado por la hipoxia (metal-transcriptionfactor-1). De
manera adicional a estas vias existe un interés creciente en el estudio de otras rutas de
sefalizacién celular alteradas en procesos de estrés celular y tumorales, entre estas y

dada la importancia en la progresién oncogénica cabe resaltar a la via JAK/STAT.

1.2.2 Via JAK/STAT e hipoxia tumoral

Las disfunciones en la sefalizacion intracelular como activacion o inactivaciéon aberrante
de rutas de transduccion de sefiales se han encontrado en varias patologias humanas
incluyendo el cancer. Se considera que alteraciones en la via de sefializacion JAK/STAT,
una ruta de transduccion de senales intra-citoplasmatica que permite a partir de un

estimulo externo producir una respuesta celular por medio de un cambio en la expresién
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génica®, pueden ser encontradas en tumores malignos ya sea como un evento inicial o
como una alteracion subsecuente que conduce a la amplificacion y seleccion clonal®®. Se
ha encontrado adicionalmente que la adquisicién de independencia a estimulos externos
dentro de las células tumorales o la sobreproduccion de tipos celulares que de manera
fisiolégica requieren citoquinas para proliferar como es el caso de las células
endoteliales, se relaciona con la angiogeénesis, la capacidad de invasién y la sefalizaciéon
proliferativa autosostenida, caracteristicas fundamentales del desarrollo tumoral®’.

Existen dos familias de proteinas implicadas en esta via: las quinasas Janus (Janus
Kinase, JAKs) conformadas por cuatro proteinas de la familia de tirosina quinasas
citosdlicas y la familia de transductores de sefiales y activadores de la transcripcidon
(Signal Transducer and Activator Transcription, STATs), conformada por 7 proteinas en
humanos®. La activacién por la via canénica (Figura 1-5) se inicia cuando un estimulo
externo activa un receptor en la membrana celular y produce los cambios
conformacionales a nivel del receptor activando una o varias JAKs para transfosforilar y
activar otras proteinas JAK con la consecuente fosforilacion de residuos de tirosina en el
dominio citosdlico del receptor. Las tirosinas fosforiladas en el receptor y en la proteina
JAK reclutan varios sustratos de sefalizacion, entre ellos miembros de la familia STAT.
Continuando la fosforilacion mediada por JAK, las proteinas STAT se dimerizan y
translocan al nucleo en donde regulan la expresion génica actuando como factores de
transcripcion fundamentales para la formacién, supervivencia, diferenciacion vy

proliferacion de varios tipos de células *°.
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Figura 1—5: Ruta canodnica de senalizacion JAK/STAT.

La interaccion entre un receptor de citoquinas y un ligando produce la fosforilacién secuencial de
tirosinas. La dimerizacién del receptor permite la transfosforilacion y activacién de las quinasas
Janus. Esto es seguido por la fosforilacion del extremo intracitoplasmatico del receptor y el
reclutamiento de las proteinas STAT, permitiendo la fosforilacion y dimerizaciéon de las formas
activas que se translocan a nucleo y actian como factores de transcripcion. Adaptada de Levy et

al®.

La ruta de senalizacion JAK/STAT es esencial para un gran numero de procesos del
desarrollo embrionario y homeostaticos durante la vida adulta entre los que se incluye la
hematopoyesis, el desarrollo del sistema inmune, el mantenimiento de células madre, el
crecimiento corporal y el desarrollo de las glandulas mamarias®. Diferentes proteinas
JAKs y STATSs son reclutadas de acuerdo al tipo de tejido y al receptor relacionado con el
evento de sefalizacion dando especificidad a la respuesta por medio de esta via. Las
quinasas Janus y las proteinas STAT son expresadas de manera constitutiva en la pared
vascular transfiriendo los eventos de sefalizacién de varias familias de receptores vy
ligandos entre los que se incluyen citoquinas, factores de crecimiento y péptidos vaso
activos como angiotensina - Il y endotelina®. Ademas de la via candnica existen
diferentes componentes que regulan o son regulados por otras vias de sefalizacion.
Adicionalmente se ha encontrado que la activacion no canénica de JAK y STAT afectada
por diferentes factores influencia el estado transcripcional global a través de la
modificacion de la estructura de la cromatina®®.
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Mientras que para proteinas de la familia Janus se han encontrado un gran nimero de
mutaciones asociadas a patologias tumorales principalmente de origen hematolégico
(Tabla 1-1), no ocurre lo mismo con miembros de la familia STAT, los cuales se
encuentran activos de manera aberrante mas no mutado, en tumores sodlidos vy
hematolégicos (Tabla 1-2). Las proteinas JAK mutadas se han asociado a la activacion
de proteinas STAT como STAT3 y STATS, las cuales tienen un papel como
oncoproteinas actuando no solo a nivel de la expresién génica sino interactuando
directamente sobre otras rutas de sefializacién celular®. La activacién constitutiva de las
proteinas STAT independiente de mutaciones ha sido encontrada en varios canceres
humanos tanto tumores hematolégicos como solidos®®. El papel de los STAT en la
oncogénesis involucra la regulacion de genes que codifican proteinas antiapoptéticas,

reguladores del ciclo celular e inductores de la angiogénesis®°.

Tabla1—1:  Mutaciones encontradas en miembros de la familia de quinasas Janus, y patologia
tumoral a la que se encuentran asociadas®**%,

Quinasa Janus (JAK) Sustitucion aminoacidica Enfermedad asociada
JAK1 (H. sapiens) G871E Leiomiosarcomas uterinos
JAK2 (H. sapiens) Enfermedades

V617F

mieloproliferativas

K539L (y mutaciones en la
region F537-E543)

Policitemia vera

Leucemia mieloide
T875N
megacarioblastica aguda

Delecién en el dominio

pseudoquinasa JH2 (682-|Leucemia linfoblastica aguda

686)
JAK3 (H. sapiens) A5V Leucemia mieloide
megacarioblastica aguda
V729l Leucemia mieloide
megacarioblastica aguda
130T Leucemia mieloide

megacarioblastica aguda

Tabla 1—2:  Activacidon aberrante de proteinas de la familia STAT3 en tumores sdélidos y
hematoldgicos *°~%2.

Tipo de tumor STAT activado
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Tumores sanguineos

Mieloma multiple

STAT1, STAT3

Leucemias:

Dependientes de HTLV-1

STATS3, STATS

Eritroleucemia

STAT1, STATS

Leucemia mieldgena aguda

STAT1, STAT3, STAT5

Leucemia mielégenacronica STATS
Leucemia linfocitica granular grande | STAT3
Linfomas:

Burkitt-relacionado con EBV STAT3
Micosis fungoides STAT3
Linfoma de células-T cutaneo STAT3
Linfoma no Hodking STAT3
Linfoma de células grandes
anaplasico STAT3

Tumores soélidos

Cancer de mama

STAT1, STAT3, STAT5

Cancer de cabeza y cuello

STAT1, STAT3, STAT5

Cancer de cuello del utero

STATS3, STATS

Melanoma STAT3
Céncer de ovario STAT3
Cancer de pulmoén STAT3
Cancer pancreatico STAT3
Cancer de prostata STAT3
Cancer de colon STAT3

Diversos factores estresores se han relacionado con la activacion de esta via de forma

no canonica, entre ellos el estrés mecanico, oxidativo, asi como varias moléculas de

sefializacién®'. Varios estudios han identificado que las condiciones de hipoxia en varias

lineas tumorales puede asociarse a la estimulacion de la via JAK/STAT pudiendo ser un

factor critico para mantener el desarrollo, supervivencia y expansion de las células

malignas

64,65,69

En comparaciéon con otras vias de sefalizacidn oncogénica por receptores tirosina

quinasa como las proteinas MAPK (Mitogen-activated protein (MAP) kinases), el papel de

la ruta JAK/STAT en cancer y mas aun en condiciones hipoxicas no ha sido ampliamente
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explorada y los factores que conducen a la activacion aberrante de esta via resultan de

gran interés en la comprension del proceso de oncogénesis y desarrollo tumoral.

1.3 Implicaciones terapéuticas de la hipoxia tumoral

La importancia de la hipoxia en el tejido tumoral no se limita a la comprension de la
fisiopatologia de esta entidad. Actualmente es considerada un blanco critico para
optimizar la respuesta al tratamiento y una potencial vulnerabilidad a ser explotada por

las diferentes opciones terapeuticas® .

El tipo de manejo en un paciente con cancer es individualizado y depende tanto de las
condiciones del paciente como del tipo de tumor, sus caracteristicas biologicas y el

071 Existen varias formas de tratamiento entre las

estadio en el que este se encuentre
que encontramos manejo quirurgico, quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal y
molecular o una combinacion de estas. Uno de los tipos de terapia mas ampliamente
utilizados es la radioterapia. Se exponen a continuacion los fundamentos y puntos

criticos de este tipo de terapia y su relacién con la hipoxia tumoral.

1.3.1 Radioterapia e hipoxia en el manejo del cancer

La radioterapia es una parte esencial en el manejo de casi todos los tipos de cancer, ya
que representa una opcion de cura de manera individual o combinada con otro tipo de
manejo como cirugia o quimioterapia y ademas puede servir de manera paliativa en
muchos tumores incurables’®. Segun diversos estudios el uso de radioterapia tanto en
paises desarrollados como en desarrollo se estima en cerca del 50 — 60 % del total de
nuevos casos, convirtiéndose en el tipo de terapia de mayor eleccién puesto que ofrece
la mejor opcién de cura y de control local de tumor, la opcidon con menores efectos

72,73

adversos o0 una combinacion de estos’“’°. De manera adicional, la indicacion de

radioterapia en paises econdmicamente en desarrollo se estima mas alta que en paises
desarrollados a causa de las diferencias demograficas en los tipos de cancer y los

estadios en los que estos son diagnosticados’*"°.
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El manejo por radioterapia implica el uso de radiaciones ionizantes para tratar
enfermedades malignas y benignas, con el fin de erradicar un volumen tumoral
determinado sin dafar los tejidos sanos adyacentes, mejorando asi la calidad de vida del
paciente’’. La radiacién ionizante ha sido utilizada por mas de un siglo para el
tratamiento del cancer. Debido a la importancia que ha tenido la radioterapia como
opcion terapéutica en el manejo del cancer, la intensa busqueda de agentes quimicos y
fisicos que influyan en la respuesta celular frente a radiaciones ionizantes, ha sido un

motivo de intensa investigacion.

Entre los factores fisico-quimicos que han mostrado mayor relevancia en la respuesta
celular a los tratamientos contra el cancer esta el oxigeno y como mencionan Hall y
Giaccia “Ninguno es mas simple, tiene un efecto tan dramatico y unas implicaciones
terapéuticas tan obvias como el oxigeno’®. De hecho, los efectos radiosensibilizadores
del oxigeno fueron observados desde 1912 por Swartz, quien notdé que la reaccién
producida en la piel por un aplicador de radio (Ra) se reducia de manera considerable si
el aplicador se presionaba de manera fuerte en la piel, atribuyendo el efecto a la
interrupcion en el flujo sanguineo’’. Posteriormente desde los afios 30, Mottram’® realizé
varios experimentos analizando el efecto de la oxigenacion sobre tumores irradiados,
estudios que culminaron posteriormente en la cuantificacion de los efectos del oxigeno
por sus colegas Louis Harold Gray y Thomlinson en 1955%. Ellos propusieron que los
niveles de oxigeno disminuian en un tumor sélido en forma de capas alrededor de los
vasos sanguineos y que estas células tumorales tras la exposicion a radiacion ionizante
continuaban siendo viables contribuyendo asi a la radioresistencia. Experimentos
posteriores demostraron que al comparar la radiosensibilibilidad de células tumorales en
cultivo en condiciones de normoxia y de hipoxia, se requeria una mayor dosis de
radiacion sobre las células hipdxicas para alcanzar el mismo efecto biolégico, al que se
denominé radio de mejoramiento del oxigeno (Oxygen enhancement ratio, OER).
Diversos estudios muestran que las células oxigenadas son 2.5 — 3 veces mas

radiosensibles que las células hipdxicas a altas dosis de radiacion®’.

Los efectos de las condiciones de oxigenacién sobre células irradiadas se han asociado
a la produccion de radicales libres ya que el dafo producido por estos sobre el ADN es
mas susceptible a reparacion en ausencia de oxigeno molecular®'. Debido a que si existe

oxigeno disponible este o sus productos pueden reaccionar con los extremos rotos del
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ADN, formando peréxidos organicos estables y extendiendo el dafo, es mas dificil para
la célula reparar de manera eficiente los dafos en condiciones normoxicas.
Adicionalmente a los mecanismos radioquimicos directos descritos, la hipoxia es un
poderoso estimulo para procesos biolégicos criticos que afectan la respuesta a la
radioterapia. Esta consideracion dificulta la asociacion directa establecida entre hipoxia y
radioresistencia, obligando a considerar otros efectos que pueden modificar la respuesta
tumoral a las radiaciones ionizantes. En los experimentos de Shrieve y Harris® en los
que se modificaron parametros de exposicidon, se demostré que la respuesta celular
medida como supervivencia, se modifica en funcién del tiempo de exposicion a hipoxia y
la concentracion de oxigeno al momento de la irradiacion, sugiriendo que el contexto
bioldgico celular previo a la exposicion tiene efectos adicionales a los clasicamente

descritos.

Los efectos biolégicos de las condiciones de hipoxia sobre la produccién de radicales
libros de oxigeno son controversiales, mientras algunos estudios muestran que de
manera aguda se puede encontrar disminucion de estos, principalmente debido a bajos
niveles del sustrato (O,), a largo plazo en hipoxia cronica o intermitente, puede haber un
aumento®™®, La respuesta antioxidante asi mismo se ve modificada por las condiciones
de oxigenacion, mientras de manera aguda se ha encontrado una disminucion de
enzimas involucradas en la respuesta antioxidante como catalasa y glutation peroxidasa,
en hipoxia intermitente pueden conducir a aumento en la expresion de proteinas
involucradas en la respuesta antioxidante como superdéxido dismutasa y glutation

85,86

peroxidasa Estas modificaciones en la respuesta antioxidante pueden tener un

importante impacto en la dinamica celular en respuesta a otros estimulos estresores

como pueden ser las radiaciones ionizantes®’%¢.

Varios ensayos clinicos han demostrado una relacion directa y significativa entre la

891 E| uso de

hipoxia tumoral y un pobre pronéstico después del manejo por radioterapia
sondas Eppendorf, un microelectrodo que puede medir la presion de oxigeno tisular
microregional en tumores superficiales por medio de su insercién a través de una aguja
fina, ha demostrado una correlacién positiva entre la mayor oxigenacion tumoral y el
mejor control local tumoral, el mayor tiempo de supervivencia libre de enfermedad y la
supervivencia general después de la radioterapia en varios tipos de tumores®'. Un

metanalisis de datos derivados de estudios en los que se mejora las condiciones de
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oxigenacion celular con diferentes intervenciones como transfusiones sanguineas,
oxigeno hiperbarico y sensibilizadores de células hipoxicas durante la radioterapia,
muestran una correlacion positiva significativa (Odds radio de 1.35, 95% de confidencia,
intervalo de 1.20-1.53), a favor de modificaciones utilizadas como terapia, que mejoran la

oxigenacion al interior del tumor %.

La respuesta de las células hipoxicas frente a radiacién es heterogénea y es influenciada
por otros factores como la tasa de replicacion celular, la dosis y tipo de radiacion
utilizada, la intensidad y duracién de la hipoxia, y la respuesta bioldgica particular de
cada tipo celular frente a estimulos estresores. Para comprender el efecto de la radiaciéon
ionizante sobre el tejido vivo y analizar el efecto de agentes que modifican esta

respuesta, es fundamental conocer algunos conceptos de la fisica de la radiacion.

1.3.2 Fisica de las radiaciones ionizantes

La radiacion se define como un proceso en el cual particulas u ondas energéticas viajan
a través del medio o el espacio. Existen dos tipos de radiacion de acuerdo al tipo de
interaccion con la materia, radiacidon ionizante y no ionizante. Por las caracteristicas de

este trabajo, se hara una descripcion detallada unicamente de la primera de ellas.

La radiacién ionizante esta compuesta por ondas o particulas con suficiente energia, las
cuales de manera individual pueden liberar un electron de un atomo o molécula
produciendo por lo tanto una forma idnica de este elemento’. Una caracteristica
importante de este tipo de radiacion es la liberacion de grandes cantidades de energia en

un espacio localizado®.

Se puede clasificar la radiacién ionizante como electromagnética o de particulas. Las
radiaciones electromagnéticas representan una forma de energia emitida y absorbida por
particulas cargadas, las cuales exhiben un comportamiento dual onda — particula a través
del espacio. A este grupo pertenecen los fotones obtenidos por aceleradores lineares de
particulas y los rayos X y y. Este tipo de radiacion ha sido una de las mas ampliamente
utilizadas con propésitos terapéuticos’’. La radiacién de particulas constituye un tipo de

radiacion transmitida por medio de particulas subatdmicas de movimiento rapido. A este
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grupo pertenecen los electrones, protones, particulas a, neutrones, mesones n negativos
e iones pesados. Los electrones son particulas pequefias cargadas negativamente que
pueden ser aceleradas a altas energias por medio de una unidad eléctrica como un
betatrén o un acelerador lineal de uso clinico y son usadas ampliamente en radioterapia.
Para los demas tipos de particulas, aunque su uso se ha venido ampliando de manera
reciente, las dificultades técnicas y operacionales han limitado su implementacion a

ciertos paises para su uso en radioterapia® .

= Unidades de medicion de la radiacion ionizante

Para cuantificar la dosis absorbida de radiaciéon ionizante ya sea electromagnética o
particulada por un cuerpo el sistema internacional de unidades (Sl) ha establecido una
unidad denominada Gray (Gy), en honor del fisico inglés y precursor de la radiobiologia
Louis Harold Gray®’. Un Gy equivale a la absorcion de un Julio de radiacién ionizante por

un kilogramo de materia como se muestra en la Ecuacion 1-1.

16y =1 ] _ 1 m
y= Kg =~ s?

Ecuaciéon 1—1: Unidades Gray.
Un Gray es equivalente a un Julio por kilogramo de materia

La unidad mide la cantidad de energia depositada en un sistema. Los efectos sobre dicho
sistema ya sean quimicos o biolégicos van a depender de las propiedades intrinsecas de
este y de la cantidad de energia depositada. Dado que a menudo en imagenes
diagnésticas y en radioterapia se utilizan cantidades mas pequefias de energia una
unidad cominmente utilizada es el centiGray (cGy) que equivale a 1 x 10 Grays, como lo

muestra la Ecuacion 1-2

100 cGy =1 Gy

Ecuacién 1—2: CentiGray.
100 centriGrays equivalen a 1 Gray

Un electronvoltio, es una unidad de energia igual a 1.602 x 10"°Julios. Representa la
cantidad de energia ganada por la carga de un electron unico al moverse a través de una

diferencia de potencial eléctrico de un voltio (Ecuacién 1-3).
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Julio

Coulomb
1eV = 1.602 x 107*° Julios

1eV = 1Voltio (1 )x Carga del electrén (1.602 x 1071 Coulomb)

Ecuaciéon 1—3: Electronvoltio.
Un eV equivale a la energia ganada por un electron al desplazarse a través de un potencial
eléctrico de 1 voltio.

Esta medida no representa una unidad en el Sistema Internacional por lo que debe ser
obtenida experimentalmente. De manera histérica fue establecida como una medida
estandar util en aceleradores de particulas en los que una particula con una carga (q)
tiene una energia (E) después de pasar por el potencial (V) si se consideran la carga de
la particula elemental E y el voltaje eléctrico en voltios se obtiene la unidad de medida
(Ecuacion 1-4).

E=qV

E = Carga eléctrica x Voltios

Ecuacién 1—4: Electronvoltio como unidad de energia.
La energia obtenida por una particula es igual a la carga eléctrica de esta por el potencial eléctrico
medido en voltios.

Los eV varian de acuerdo al tipo de equipo que se utilice en radioterapia, a menudo para
aportar grandes cantidades de energia a las particulas se utilizan grandes cantidades de
carga eléctrica que se traducen en 6rdenes de magnitud de 1 x 10° eV o 1 MeV. Mientras
que para irradiacioén particulada por electrones se utiliza la unidad eV, para radiacion
electromagnética se utiliza la unidad V debido a que los electrones producto de un
acelerador linear de particulas tienen que colisionar con un blanco para producir fotones
de uso médico. Las importancia de las unidades MeV o MV radica en que estan
relacionadas de manera directa con la transferencia energética linear (LET, Linear energy
transfer), la cual representa una medida de la energia transferida a un material en forma
de particulas ionizadas. Mayores unidades MeV estan relacionadas con mayores valores
de LET y por lo tanto mayor transferencia de energia en forma de particulas ionizadas,

causando un mayor efecto fisico-quimico y bioldgico en el tejido irradiado.



24 Introduccion

1.3.3 Efectos de la radiacién ionizante en el tejido vivo

Si la radiacion es absorbida por un material biolégico, existe posibilidad de que interactue
directamente con el ADN, considerado el blanco critico de la radiacién ionizante®®'%. En
este caso los atomos de la molécula del ADN son ionizados o excitados conduciendo
posteriormente a un efecto bioldégico directo denominado, efecto directo de la

radiacion.

El agua es el principal constituyente de las células por lo que una gran parte de las
interacciones se producen sobre estas moléculas. La absorcién de radiaciones ionizantes
por el agua resulta en su excitacion e ionizacién proceso denominado radiolisis del
agua®. Las especies producidas por la radiolisis del agua son electrones no pareados,
He, *OH, H, y H,O,, las cuales en presencia de oxigeno molecular, otros electrones no
pareados y He, son rapidamente convertidos en radicales superoxido/perhidroxilo (Osy
/HO«,)"°" En un ambiente celular aerébico se alcanza rapidamente una homogeneidad
entre estas especies que incluyen Oe,/, *OH, y H,O,. Las especies quimicas reactivas
difunden libremente entre los compartimientos celulares del citoplasma y el nucleo,
teniendo la capacidad de migrar desde su sitio de produccion para reaccionar con otras
moléculas como proteinas, lipidos y ADN'2. Cuando se produce una interaccién entre
estas moléculas y el ADN, se produce un dafo colateral sobre este que se denomina

efecto indirecto de la radiacion.

Pequenas dosis de radiacion pueden producir una importante producciéon de ROS,
causando una lesién extensa y modificando reacciones quimicas normales'®'*. En
respuesta a esta condicion de estrés, diversas cascadas de sefializacion se activan,
entre ellas, enzimas de reparacion del ADN y moléculas antioxidantes las cuales de
acuerdo con la magnitud del dafio pueden conducir a reparacion celular o muerte celular
mitética o por apotosis'®'%. Se muestra en la Figura 1-6 los procesos secuenciales que

producto de interaccion la radiacion ionizante sobre la materia y el tejido vivo.
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*lonizacidn y excitacion de los
atomos

Interaccion de la
radiacion y la materia

10-15

10-40 Frpr i [Ees Generacion de radicales libres
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Tiempo en segundos

10® *Modificacion del estado Redox
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Figura 1—6: Efectos de la radiacion ionizante sobre la materia y sobre el tejido vivo
Adaptado de Joiner et a”’

» Radiacion ionizante y muerte celular

La muerte celular tras la exposicion a radiaciones ionizantes, es dependiente del tipo de
tejido y puede presentarse en dos formas, la apoptosis y la muerte mitética o
reproductiva. Aunque se ha demostrado la importancia de la apoptosis causada por
dafos en el ADN, la muerte mitética es considerada un proceso critico en la evaluacién

de la sensibilidad celular frente a diferentes estimulos toxicos'”.

La apoptosis ocurre de manera fisiologica en varios tipos de tejidos normales y puede ser
inducida en tejidos normales y tumorales por radiacién u otras noxas'®; en el caso de la
radiacién, la induccién es dependiente, en gran parte, del tipo celular en el que esta
incida'®. De manera general, los tejidos con alto recambio como el hematopoyético y el
linfoide son particularmente sensibles a muerte celular por la via apoptoética. La apoptosis
inducida por radiacién se ha asociado a diferentes alteraciones a nivel mitocondrial,
seguidos por la activacién de caspasas'’’. Se ha postulado que la iniciacién de la via
apoptética podria ocurrir en la mitocondria o corriente arriba de esta, por medio del dafio
producido en el ADN o por efectos directos en la membrana mitocondrial. El dafio en el
ADN producido por las radiaciones ionizantes puede conducir a la apoptosis por medio
de la ruta asociada a P53 incluyendo la sobre-regulacion de proteinas proapoptéticas

como BAX, los ligandos y receptores de muerte celular y la via de las ceramidas™"".
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En la mayoria de tejidos tumorales la muerte mitética es de gran importancia para el
control tumoral, este tipo de muerte se produce cuando se ha perdido la integridad
reproductiva de la célula, lo cual hace imposible que se produzcan nuevas divisiones
celulares. En este contexto aunque la célula tumoral continde biolégicamente existiendo
es incapaz de entrar en nuevos ciclos de division, lo que hace que se considere muerta.
Tanto en radioterapia como en radiobiologia la muerte mitética tiene una gran
importancia para comprender los efectos de la radiacién ionizante sobre el tejido

tumoral'?.

= Curvas de supervivencia celular

Una de las contribuciones mas importantes de la radiobiologia en radioterapia y
oncologia fue el desarrollo de ensayos que permitieron cuantificar la muerte celular in
vitro para tejidos sanos y tumorales tras ser expuestos a radiaciones ionizantes. Las
primeras descripciones acerca de células tumorales en las que se evalua la habilidad
para formar colonias tras ser sometidas a radiaciones ionizantes se remontan a Puck y
Marcus en 1956'", quienes estudiaron los efectos de rayos X a altas dosis en la
formacién de colonias en células Hela, observando, ademas de los cambios en el
numero de colonias, diferencias morfologicas en las células sometidas a radiacion. El
ensayo de supervivencia celular o clonogénico ha sido usado desde entonces en una
gran cantidad de estudios con diversos tipos de células y ha aportado una gran cantidad

de informacién acerca del efecto de la radiacion en células animales'".

El ensayo detecta todas las células que conservan la capacidad para producir un gran
numero de progenie a partir de una unica célula. Existen dos mecanismos principales
involucrados en este tipo de ensayo, la pérdida de la integridad reproductiva y la
inhabilidad para proliferar de manera indefinida. Una célula que conserva su habilidad
para sintetizar proteinas y ADN después de la noxa puede continuar viviendo y
replicandose por 1 o 2 generaciones, tras lo cual, sus divisiones se detienen y se
considera en este punto que ha perdido su integridad reproductiva o dicho de otra forma,
esta reproductivamente muerta. Una célula que conserva su capacidad para dividirse y
proliferar produciendo una colonia constituida por clones a partir de una uUnica célula se
denomina “clonogénica”. Se ha establecido el numero de células que componen una
colonia en 50, ya que se requieren al menos 5 a 6 generaciones de replicaciones

sucesivas para alcanzar este nimero de células'".
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Una curva de supervivencia celular describe la relacion entre el agente productor del
insulto y la proporcién de células que sobreviven. La habilidad de una célula Unica para
crecer en una colonia y posteriormente ser visualizada, es prueba de que ha conservado
su capacidad reproductiva. La pérdida de la habilidad como una funcién de la dosis de

radiacién es descrita entonces como una curva de dosis-supervivencia'*.

Para determinar la supervivencia a diferentes dosis se determina inicialmente la
eficiencia de sembrado (ES), definida como el porcentaje de células que forman colonias
compuestas de al menos 50 células (C) en relacion con el numero de células sembradas

(M) como lo muestra la Ecuacién 1- 5.

ES—C 100
_Mx

Ecuacion 1—5: Eficiencia de sembrado.
En donde C representa el nUmero de colonias formadas, considerando a una colonia un grupo de
al menos 50 células y M es el numero de células sembradas en cada pozo.

La fraccion de supervivencia (FS) se define como la relacion de eficiencia de sembrado
para una dosis determinada (d) en relacién con la dosis cero o control, como lo muestra
la Ecuacién 1-6.

FS = ES(4)/ES )

Ecuacién 1—6: Fraccion de supervivencia.
En donde ESy) es la eficiencia de sembrado tras la dosis d y ES(g) es la eficiencia de sembrado a
una dosis de 0 Gy.

Para efectos practicos, la ecuacion 1-6 se puede expresar también como lo muestra la

Ecuacion 1-7:

G
M
FS = =2
G2
Mo
Ecuacion 1—7: Fraccion de supervivencia.

En dondeC ) es el numero de colonias formadasy M, el niumero de células sembradas, a una
dosis determinadad, y C, el nimero de colonias formadas y My el nimero de células sembradas,
a una dosis de 0 Gy, (.
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Tras la exposicidn a dosis crecientes de radiaciéon u otro agente toxico se espera que el
numero de colonias sea progresivamente menor y adicionalmente se aumente el nimero
de colonias con un numero de células menor de 50. Cuando se representan las
fracciones de supervivencia en una escala lineal se puede observar que se comportan
como una curva sigmoidea, con un hombro en el inicio de la curva seguida por una curva
asintética que se aproxima a una fraccion de supervivencia de 0. Se puede determinar
por medio de este método la dosis en la que el 50% de las células estan muertas, se
denomina a este término DL50 o D50. Los resultados obtenidos a partir de un ensayo de
supervivencia en relacion con la dosis son usualmente representados como la fraccién de
supervivencia en una escala semilogaritmica dado que la muerte celular se ajusta mejor
a una funcién exponencial a la dosis y a que permite ver y comparar fracciones de
supervivencia muy bajas como las requeridas para obtener una reduccion significativa en

|97

el tamafio tumoral®’, se muestra la comparacion entre estas escalas en la Figura 1-7.

Escala semi-
logaritmica

Escala lineal

1.04

0.1

0.01 -

Fraccion de supervivencia

0.001 -

oooop —L—L L 1 1 1 1 1 1 |
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Dosis de radiacion (Gy) Dosis de radiacién Gy

Figura1—7: Curva de supervivencia celular tras la exposicibn a radiaciones ionizantes
representada en escala linear y semilogaritmica.
Adaptada de Joiner et al”.

Diversos modelos descriptivos en el campo de la radiobiologia han buscado explicar el
comportamiento de las curvas de supervivencia, sin dejar de lado parametros bioldgicos,
bioquimicos y biofisicos que puedan afectar su comportamiento y que permitan servir de
marco para analizar y comparar los datos, y en ultima instancia, apoyar la construccién
de teorias que expliquen los efectos de la radiacion en modelos in vitro e in vivo. Las
teorias mas importantes hasta ahora desarrolladas son, la teoria de blancos, el modelo

lineal cuadratico y el modelo lineal cuadratico-cubico.
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= Modelo linear cuadratico

El modelo lineal cuadratico constituye el modelo mas ampliamente utilizado'"®. En este se
asume que hay dos componentes para la muerte celular por radiacion, uno que es
proporcional a la dosis (a) y otro que es proporcional al cuadrado de la dosis (B)
(Ecuacion 1-8). El considerar dos componentes introduce el concepto de accion de la
radiacién dual y considera los trabajos iniciales con cromosomas en los que muchas
aberraciones cromosoémicas son el resultado de dos rupturas separadas que causan una

reorganizacién compleja pudiendo ser letales para las células.

S = exp(aD + BD?)

Ecuacién 1—8: Modelo Lineal cuadratico.
En donde S es la fraccion de células que sobreviven a una dosis D, a es el término lineal y B es el
término cuadratico.

El modelo lineal cuadratico es comunmente utilizado por su buena descripcion de la
supervivencia celular en ensayos in vitro e in vivo. Permite una interpretaciéon sencilla de
la muerte celular por impactos Unicos (exp(—o D?)) e impactos muiltiples exp(—D?),

demostrado por los diferentes ensayos variando la tasa de dosis®’.

Existe un punto en el que los componentes de la muerte celular son proporcionales a la
dosis y al cuadrado de la dosis, util para comparar resultados de diferentes curvas

(Ecuacion 1-9).

aD = BD?
Dy =a/B
Ecuacion 1—9: Determinacion del Dy.

El Do 0 o/B representa la dosis en las cual el aporte de ambos componentes sobre la
supervivencia celular es equivalente y puede ser comparado entre diferentes

experimentos'™®.
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Este modelo ha resultado util para comparar el efecto de diversos agentes que
promueven la radiosensiblidad o resistencia, por lo que resulta de gran utilidad para

evaluar la respuesta celular frente al estimulo hipéxico como en el presente trabajo.



2.Planteamiento del problema

Entre los elementos que afectan el comportamiento biolégico de las células cancerosas,
los microambientes tumorales han cobrado gran interés, de esta manera, factores como
la angiogénesis y el estimulo de agentes estresores como la hipoxia se han considerado
criticos para el desarrollo tumoral. Uno de los mecanismos moleculares implicados en la
respuesta celular frente a diferentes tipos de estimulos estresores es la activacion de
vias de sefalizacion intracelulares, entre ellas, la via JAK/STAT. A diferencia de otras
vias de sefalizacién oncogénicas esta via no ha sido completamente explorada, por lo

que la importancia de su activacion podria estar subestimada.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, en el presente trabajo se buscé analizar la
expresion y activacion de una de las proteinas de la via, la proteina STAT3, en una linea
de cancer de cérvix (HeLa) y en un modelo hibrido de células endoteliales (EA.hy926), en
respuesta al estrés hipoxico mediante Western Blotting, inmunoprecipitacion de proteinas

fosforiladas e inmunocitoquimica con anticuerpos fluorescentes.

Por otra parte, la importancia de la dinamica espacio temporal de las concentraciones de
oxigeno en el tejido tumoral se ha relacionado con la respuesta celular a diversos
agentes terapéuticos entre los que se incluye la radioterapia. A pesar de los grandes
avances tecnoldgicos en las ciencias fisicas y biolégicas durante las ultimas décadas,
gran parte del fundamento radiobiolégico que explica la respuesta diferencial de cada tipo
de tejido frente a radiaciones ionizantes continda en investigacion. Debido al nimero de
factores relacionados y a la dificultad que representa la realizacidon de ensayos clinicos,
se han disefado varios modelos que intentan dilucidar la participacién de cada uno de los

elementos involucrados.

Una de las herramientas mas ampliamente utilizadas en radiobiologia y que permiten
estudiar este aspecto son el ensayo clonogénico, el cual consiste en la determinacion de

las células que conservan la integridad reproductiva tras la exposicion a agentes
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estresores. En el presente trabajo y junto con la colaboracién del grupo de Fisica Médica
de la Universidad Nacional de Colombia, se buscd construir y analizar curvas de
supervivencia de células HelLa y EAhy.926 expuestas a radiaciones ionizantes en

condiciones de normoxia e hipoxia con posterior reoxigenacion.



3.0bjetivos

3.1 General

Evaluar la respuesta de las células HeLa y EA.hy926 al estrés por hipoxia y radiacion

ionizante a través de la via JAK/STAT vy la supervivencia celular

3.2 Especificos

Los modelos celulares utilizados en este trabajo fueron las lineas celulares de
adenocarcinoma de cérvix, Hela, y las endoteliales EA.hy926, con los cuales se

desarrollaron los siguientes objetivos especificos:

» Confirmar las condiciones de estrés hipoéxico a través de la activacion del factor
inducido por hipoxia, HIF-1.

» Evaluar el efecto citotdxico de la hipoxia

* Evaluar la expresién y activacion de una de las proteinas de la via JAK/STAT, la
proteina STAT3 en condiciones de hipoxia.

* Evaluar el efecto de la hipoxia sobre el comportamiento de las curvas de

supervivencia de las células sometidas a radiaciones ionizantes.






4.Materiales y Métodos

4.1 Cultivo de células

4.1.1 Descripcidn de lineas celulares

Células HelLa (ATCC No. CCL-2). Es una linea celular epitelial, obtenida en 1951 a partir
de adenocarcinoma de cérvix humano de una mujer afrodescendiente de 31 afios de
edad. Se ha reportado que estas células pueden contener secuencias de ADN de HPV-
18. Tienen baja expresion de p53 y niveles de pRB normales, su uso esta ampliamente
extendido en biologia celular y molecular como modelo biolégico humano y en estudios

del cancer'"1"°,

Células EAhy926 (ATCC No. CRL-2922). Es una linea endotelial humana obtenida en
1983 por Edgell C.J. a partir de la fusion de células primarias de vena umbilical humana

con la linea A549 (Carcinoma de pulmén) '%.

Las microfotografias electronicas
demuestran distribucidn citoplasmatica de cuerpos de Weibel-Paladel y organelos
especificos del tejido caracteristicos de funciones de células endoteliales diferenciadas
tales como angiogénesis, homeostasis/trombosis, presion sanguinea e inflamacion, por

estos motivos ha sido un modelo ampliamente para estudiar la funcién endotelial '2"~'%.

Las dos lineas celulares se sembraron y ampliaron, con el fin de obtener una cantidad
suficiente para el mantenimiento de los cultivos, la criopreservacion y la realizacion de
experimentos. Las células fueron cultivadas en frascos de cultivo celular de 25 cm?y 75
cm?, en atmosfera himeda, con 5% de CO, y 37°C, en incubadora (NUAIRE® DHD
Autoflow).
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4.1.2 Cultivo y mantenimiento de las células

Las lineas celulares se cultivaron en medio de cultivo DMEM (Dubelcco’s Modified
Eagle’s Medium), suplementado con Suero Fetal Bovino al 10%. Para la preparacion del
medio de cultivo, se utiliz6 Medio DMEM en polvo (Gibco, Ref. 316000-034), aminoacidos
no esenciales 1X (Gibco, Ref. 11140-050), bicarbonato de sodio 23.8 mM, piruvato de
sodio 1.21 mM (Sigma, Ref. P5280-25G) y suero fetal bovino (SFB) a una concentracién
de 10% (v/v) (Eurobio, Ref. CVFSVF00-01). El pH se ajustd a 7.2 y el medio se filtré6 con
membranas de acetato de celulosa de 0.2 (um), se comprobd la esterilidad de todos los
medios de cultivo por siembra en agar sangre y Sabouraud, de acuerdo con el protocolo

establecido en el laboratorio.

Se realizé cambio de medio de cultivo dos a tres veces por semana, segun la tasa de
crecimiento celular y los requerimientos particulares de cada linea. Para el cambio del
medio, inicialmente se retiré el medio de la caja de cultivo y se realizaron tres lavados
con Buffer Fosfato Salino (PBS, Fosfato monosddico 10 mM, Fosfato disédico 10 mM y
Cloruro de Sodio 100 mM a un pH de 7.4). Finalmente, se colocé en la caja de cultivo
medio nuevo suplementado con SFB 10%, volumen suficiente para el drea de cada caja

(5 mL para cajas de 25 cm?y 10 mL para cajas de 75 cm?).

Para la ampliacion de los cultivos, al alcanzar una confluencia cercana al 95% se realizé
disgregacion celular en presencia de tripsina-EDTA segun protocolos convencionales'®.
Para ello, se retir6 el medio de cultivo de la caja a disgregar, se realizaron tres lavados
con la soluciéon PBS y se adiciond la solucion de tripsina 0.25%, (EDTA 2.8 mM (Sigma,
Ref. 5134), Tripsina en polvo 25 mg/ml (Gibco, Ref. 272500-18), disuelta en PBS pH 7.3).
Se incubaron por 5 minutos a 37°C, posterior a lo cual, se adicioné medio de cultivo
completo, se centrifugd la suspension por 5 minutos a 1500 RPM, obteniéndose un
precipitado celular, el cual se resuspendid en 5 mL de medio completo y se utilizé de

acuerdo con el procedimiento a realizar.
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4.1.3 Criopreservacion y descongelacion de los cultivos
celulares

Tras la ampliacion del cultivo celular y con el fin de almacenar y preservar cada una de
las lineas celulares, se llevd a cabo el procedimiento de criopreservacion celular. Al
alcanzar una confluencia celular del 100% se realiz6 la disgregacién celular con tripsina,
siguiendo el procedimiento antes descrito. Se realizo el conteo celular y las células se
resuspendieron en 1 mL de medio de congelacion (Dimetilsulféxido al 10% (Sigma, Ref.
D2650), y Suero Fetal Bovino al 20% en medio de cultivo) a razén de 2 x 10° a 4 x 10°
células por criovial. Todo el procedimiento se realizd sobre hielo para asegurar la
adecuada preservaciéon de las células. Inmediatamente, se colocaron en alcohol
isopropilico a 4°C, se llevaron a -80°C por 24 horas y posteriormente se almacenaron en
cajas rotuladas de manera indefinida a esta temperatura. Algunos de los crioviales se
almacenaron en nitrégeno liquido para asegurar su adecuada preservacion por largos

periodos.

Para descongelar las células, los crioviales se incubaron a 37°C, hasta obtener una
solucién liquida. Inmediatamente, la solucion se resuspendié en 5 mL de medio de cultivo
completo y se centrifugé a 1500 RPM por 5 minutos obteniéndose un precipitado celular,
el cual se resuspendié en 5 mL de medio completo y se sembré en una caja de cultivo de

25 cm?.

4.2 Condiciones de hipoxia

Para los ensayos de hipoxia, se utilizaron dos tipos de condiciones de hipoxia: fisica y

quimica.

4.2.1 Hipoxia Fisica

La hipoxia fisica se establecié mediante una cdmara de hipoxia aislada C-Chamber de
BioSpherix® y un controlador de la concentracion de oxigeno y diéxido de carbono
ProOx C-21 de BioSpherix® con una composicion de gases de 1% de O, y 5% de CO,,
equilibrado con N, del 99.9%, a 37°C, humidificado segun condiciones descritas por la
literatura'®'?®, Los frascos de cultivo se colocaron dentro de la cdmara a una confluencia

del 70-80% con medio de cultivo fresco, el tiempo de incubacion en hipoxia fue
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cronometrado desde el momento en que la concentracién de oxigeno y diéxido de

carbono se estabilizdé en el monitor del controlador.

4.2.2 Hipoxia Quimica

La hipoxia quimica fue establecida en el frasco de cultivo con una confluencia del 70—
80%, mediante la dilucion de una solucién stock (10 mM preparada en medio DMEM) del
agente quelante del hierro, mesilato de deferoxamina (DFO, Sigma, Ref. D95333) vy
llevada a concentraciones de 50, 100 y 200 yM en el medio de cultivo, segun lo descrito

126129 A partir del momento de adicién del DFO se cronometrd el tiempo

por la literatura
de hipoxia, los frascos de cultivo permanecieron bajo estas condiciones en incubacion a

5% de CO,, 37 °C y en atmosfera humidificada.

4.3 Ensayo de citotoxicidad por MTT

El ensayo de MTT es un procedimiento ampliamente utilizado para evaluar la
citotoxicidad de un compuesto o condicién, su fundamento se basa en la reduccion
metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetitiazol-2-ilo)-2,-5 difeniltetrazol (MTT) por la
enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en el compuesto formazan'. El
metabolismo de este compuesto permite determinar la funcionabilidad mitocondrial de las
células tratadas y por lo tanto inferir la supervivencia y proliferaciéon celular al ser la
cantidad de formazan producida proporcional a la cantidad de células vivas. Finalmente,

se realiza una lectura por espectrofotometria.

Para el desarrollo de este procedimiento se sembraron aproximadamente 25.000 células
en cajas de cultivo celular de 96 pozos y se incubaron por 24 horas a 37°C y 5% de CO,,
para permitir su adherencia. Posteriormente los cultivos fueron sometidos a las
condiciones de normoxia, hipoxia fisica (1% de oxigeno) e hipoxia quimica (100 uM de
DFO), durante 2, 6 y 24 horas. Al finalizar este periodo, se descarté el medio y se
adicionaron 100 pl de medio DMEM sin suero con MTT a una concentraciéon de 1mg/ml
(Invitrogen, Ref M694), se dejé en incubacién durante 4 horas a 37° y 5 % de CO,. Se
elimind el sobrenadante y se anadieron 100 ul de isopropanol 0.05 N HCI para permitir la

disolucion de los cristales de formazan, se dejé en incubacién durante 1 hora a
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temperatura ambiente en agitacion sobre plataforma balanceante, y finalmente se realizé

la lectura en espectrofotdmetro a una longitud de onda de 595 nm.

El porcentaje de viabilidad se obtuvo como lo muestra la Ecuaciéon 4-1

Absorbancia células tratadas

% Viabilidad (Vb) = 100

X
Absorbancia células control

Ecuacién 4—1: Determinacion de la viabilidad celular por ensayo de MTT

Para calcular la diferencia de viabilidad en cada una de las condiciones establecidas se
resté a la media de viabilidad bajo condiciones de normoxia la media obtenida en cada

uno de los experimentos como lo muestra la Ecuacion 4-2

Vb Normalizada = Media % Vb normoxia — Media % Vb condiciones de experimentacion

Ecuacién 4—2: Viabilidad celular por ensayo de MTT normalizada

4.4 Extraccidn de proteinas totales

Para realizar la extraccion de proteinas totales, luego de someter los cultivos celulares a
las diferentes condiciones de hipoxia, se realizé 3 lavados con PBS, se adicion6 500 pl
de buffer RIPA (TrisCl 50 mM pH 7.4, NaCl 15 mM, EDTA 5 mM, Triton™ X-100 al 0.5%
(Sigma, Ref. T8787)) suplementado con inhibidores de proteasas cocktail inhibidor de
proteasas 5 pl/ml (Sigma, Ref. P8340) el cual contiene AEBSF, aprotinina, bestatina, E-
64, leupeptina y pepstatina A, al cual se adicion6 PMSF 1mM (Sigma, Ref. P7626), y
Na;VO, 1mM (Sigma, Ref. S6508). Los cultivos celulares se cosecharon utilizando un
raspador de células (Costar, Ref. CLS3010), la suspension se recolectd y se dispuso en
tubos de micro centrifuga de 1.5 ml, en donde las células fueron lisadas con buffer RIPA
utilizando una jeringa con aguja de calibre 21. Se incubaron en hielo durante 15 min, tras
lo cual se centrifugaron por 15 min a 14.000 RPM a 4°C. El sobrenadante con las

proteinas fue recolectado en tubos de 1 ml y almacenado a -80°C para su posterior uso.
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4.5 Extraccién de proteinas nucleares

Para la extraccion de proteinas nucleares se empleo el kit Nuclear Extract Kit® (Active
Motif, Ref. 100946). A partir de un frasco de 75 cm? con confluencia del 95% se aspird el
medio y se lavo con 5 ml de PBS e inhibidor de fosfatasas proveido por el fabricante.
Posteriormente se agregd 3 ml de esta misma solucion y las células se cosecharon
utilizando un raspador. Las células en suspension fueron transferidas a un tubo cénico de
15 ml pre-enfriado y se centrifugaron a 1000 RPM por 5 minutos a 4°C. Para la
extraccion de la fraccion citoplasmatica se descartdé el sobrenadante y el pellet fue
resuspendido en 500 uyl de buffer hipoténico. La muestra se transfiri6 a un tubo de
microcentrifuga de 1 ml pre-enfriado e incubado por 15 minutos a 4°C. Posteriormente se
adicionaron 25 pl de detergente y se mezcld en vortex por 10 segundos. Se centrifugod la
suspension por 30 segundos a 14.000 RPM a 4°C y el sobrenadante con las proteinas
citoplasmaticas fue transferido y almacenado a -80°C. Para la coleccién de la fraccién
nuclear se resuspendio el pellet obtenido en el anterior procedimiento en buffer de lisis
completo que contenia DTT 1 mM, buffer de lisis y cocktail inhibidor de proteasas
proveidos por el fabricante. La suspensién fue incubada por 30 minutos sobre hielo en
plataforma balanceante y posteriormente se homogenizé en vortex por 30 segundos. Se
centrifugd por 10 minutos en centrifuga pre-enfriada a 4°C y finalmente se transfirié el
sobrenadante que contenia las proteinas nucleares, se alicuoté y se almacend a -80°C

para su posterior uso.

4.6 Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacién de proteinas se utilizd el método del acido bicinconinico (BCA)
(Thermo, Ref. 23225). Este método utiliza como fundamento la reduccion de la forma
cuprica Cu*® a su forma cuprosa Cu*' por las proteinas en un ambiente alcalino y la
posterior deteccién colorimétrica del cation cuproso por el acido bicinconinico. El
desarrollo de la coloracién resulta de la quelacion de dos moléculas de BCA con un ion
cuproso. El complejo cobre/BCA es hidrosoluble y exhibe una fuerte absorbancia lineal a
562 nm permitiendo su deteccidon por espectrofotometria y la correlacion con la

concentracién de proteinas''1%

. Para el desarrollo del procedimiento se siguid el
protocolo descrito por el fabricante. Se dispusieron los estandares de albumina sérica

bovina (BSA) suministradas por el kit y las muestras a cuantificar en microplacas de 96
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pozos sobre los que se adiciond el reactivo de trabajo, se incubd a 37°C y se leyé la
absorbancia utilizando el espectrofotometro iMark™ Microplate Absorbance Reader
(Biorad, Ref. 168-1130). A partir de las lecturas se realiz6 la curva de calibracién con el
patrén de albumina y una regresion lineal para determinar la concentracién de proteina

de las muestras.

4.7 Confirmacion de las condiciones de hipoxia por
ELISA

Para confirmar que los cultivos celulares se encontraran en hipoxia se utilizé la
determinacion de la activacion del factor de transcripcion HIF-1a, mediante el sistema
TransAM™ HIF-1 (Active Motif, Ref. 47096). Este sistema utiliza oligonucledtidos
inmovilizados a una microplaca sélida los cuales contienen el elemento de respuesta a la
hipoxia (HRE). Los dimeros de HIF contenidos en los extractos nucleares se unen de
manera especifica a este oligonucledtido y son detectados mediante el uso de un
anticuerpo dirigido contra HIF-1a. Posteriormente la adicion de un segundo anticuerpo
conjugado con peroxidasa de rabano (HRP), permite la deteccion colorimétrica
cuantitativa por medio de espectrofotometria’>. Para el ensayo se utilizaron 10 ug de
proteinas nucleares por pozo. Las lecturas fueron realizadas en el espectrofotémetro a
una longitud de onda de 450 nm y como control a 655 nm, siguiendo las indicaciones del

fabricante.

4.8 Western Blotting

= Electroforesis de proteinas

La separacién de las proteinas se realizd mediante el protocolo de SDS - PAGE
(Sodiumdodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Este método utiliza un
sistema de buffer discontinuo que incorpora dodecilsulfato de sodio en el buffer de carga.
El SDS se une a los residuos aminoacidicos y proporciona a los polipéptidos una carga
neta negativa proporcional a la longitud de la cadena y por lo tanto a la masa molecular
de la proteina. Las proteinas en un sistema de buffer SDS - PAGE son separadas de
acuerdo con sus pesos moleculares y de manera independiente a la carga eléctrica por lo

que su posterior ubicacién se facilita por medio de un patrén de referencia’.
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Para la preparacion del sistema de gel discontinuo se utilizé para la fase de resolucion
Tris-HCI 0.375 M pH 8.8, SDS 0.1% (w/v) (Sigma, Ref. L3771), acrilamida/ bisacrilamida
8% (Merck, Ref. 100641), persulfato de amonio 0.05% (Promega, Ref. V3131) y TEMED
(Invitrogen, Ref. 15524-0.10) 0.5 pl/ml. Para la fase de concentracion se utilizé buffer
Tris-HCI 0.125 mM pH 6.8 con una concentracién igual de los demas reactivos. Se
empled el sistema de electroforesis vertical con la camara Mini-PROTEAN® Tetra Cell
(Bio-Rad, Ref. 165-80001). Se utilizaron 40 ug de proteina para cada uno de los pozos
junto con buffer de carga para unas concentraciones finales de glicerol 10%, SDS 10
mg/ml, 0.125 M Tris-HCI y azul de bromofenol. Las muestras fueron calentadas durante 5
min a 96°C, centrifugadas a 14.000 RPM a 4°C durante 5 minutos y sembradas en cada
uno de los pozos. Se utilizd como patrén de peso molecular el Page Ruler Prestained
Protein Ladder (Thermo, Ref. 26616). La electroforesis se realizé por 2 horas a un voltaje
constante de 120 V.

= Transferencia de proteinas a membranas de PVDF

Las proteinas se transfirieron desde los geles de poliacrilamida a membranas de PVDF
(GE Healthcare, Ref. RPN303F), utilizando el sistema de transferencia humeda Mini
Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, Ref. 170-3930) y buffer de
transferencia (Tris 15 mM Glicina 120 mM, Metanol 15% (Merck, 1.06009)) a un voltaje
constante de 100 V durante 2 horas. Las membranas fueron almacenadas en solucion
TBS-T (Tris 20 mM pH 7.6, NaCl 137 mM, Tween® 20 0.1% (Sigma, Ref. P1379)), para

su posterior uso.

* Inmunodeteccién

Las membranas se bloquearon durante 2 horas con leche descremada al 5% en TBS-T
para STAT3 o con BSA al 1% (Merck, Ref. 112018) en TBS-T para B-Actina.
Posteriormente se incubd toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario policlonal
producido en conejo anti-STAT3 a una concentracion de 1:500 (STAT3 (C-20),
SantaCruz Bioctechnology, Ref. SC-482) diluido en leche descremada al 5% o con el
anticuerpo primario monoclonal producido en ratén anti-B-Actina a una concentracion de
1:5000 para el control de carga (Sigma, Ref. A5316). Se lavo 3 veces por 10 minutos
cada vez con TBS-T en agitacién y fueron incubadas con el anticuerpo secundario

durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion continua. Para STATS3 se utilizé un



Introduccién 43

anticuerpo anti-conejo, IgG conjugado con HRP producido en cabra (Sigma, Ref. A4914)
a una concentracién de 1:5000 y para B-Actina, anticuerpo anti-ratén IgG conjugado con
HRP producido en cabra (Sigma, Ref. A4416). Las membranas se lavaron 3 veces por 10

minutos con TBS-T y se llevaron al proceso de revelado.

Para la deteccibn de las proteinas se utilizd el sistema de deteccion por
quimioluminiscencia ECL Plus (GE Healthcare, Ref. RPN21320L), se documenté
mediante peliculas de alto rendimiento para quimioluminiscencia (GE Healthcare, Ref.
28906836), en un cassette de revelado (GE Healthcare, Ref. RPN11642), durante el

tiempo optimo para la visualizacion de las bandas.

Las peliculas fueron digitalizadas a una resolucién de 600 dpi y analizadas por

densitometria con el software de andlisis de imagenes ImagedJ (Version 1.44).

4.9 Inmunoprecipitacion con proteina G-Sefarosa

La inmunoprecipitacion es un método que permite el aislamiento y la concentracion de
proteinas. En este procedimiento un anticuerpo especifico para la proteina de interés es
incubado con perlas de agarosa o sefarosa A/G. El complejo anticuerpo/polisacéarido es
incubado entonces con el extracto celular total permitiendo la uniéon de las proteinas
fosforiladas al anticuerpo y por lo tanto a las perlas. Este procedimiento aisla fisicamente
las proteina especificas del resto de la muestra, permitiendo su posterior recuperacion

para ser separadas por SDS-PAGE y analizadas por Western Blotting'*>'%.

Para este procedimiento se utilizaron perlas de proteina G sefarosa, (Sigma, Ref.
P3296), las cuales se lavaron inicialmente 3 veces para retirar residuos de etanol con
500 ul de PBS suplementado con cocktail inhibidor de proteasas 5ul/ml,PMSF 1mM, y
NazVO, 1mM. En cada lavado se centrifugd a 14.000 RPM en un pulso corto de 60
segundos Y se retird el sobrenadante. Para formar el complejo anticuerpo/polisacarido se
utilizaron 70 pl de perlas a las cuales se adiciond el anticuerpo antifosfotirosina en una
concentracion de 0.03 pg/ul (Millipore, Ref. 05-321) y se incubaron toda la noche a 4°C
con agitacion constante. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 14.000 RPM
por 60 segundos y se retird el exceso de anticuerpo con sobrenadante. Se realizaron 3

lavados con PBS e inhibidores de proteasas y fosfatasas, se adicionaron 500 ug de
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proteinas totales y se llevaron a un volumen de 500 ul con PBS e inhibidores de
proteasas y fosfatasas. Se incubd a 4°C durante dos horas en agitacion constante y se
realizaron 3 lavados en las condiciones anteriormente sefialadas. Las perlas fueron
resuspendidas en 60 ul de buffer de carga 4X para SDS-PAGE, se calentaron a 96°C
para permitir la disociacion de las proteinas de interés del complejo
anticuerpo/polisacarido. La muestra se centrifugd por 5 minutos a 14.000 RPM a 4°C y el
sobrenadante fue recolectado y sometido a electroforesis mediante el sistema SDS-
PAGE. Las proteinas del gel fueron transferidas a membranas de PVDF vy finalmente la
inmunodeteccién se llevd a cabo segun el protocolo previamente descrito (Ver numeral
4.8).

4.10 Inmunocitoquimica con anticuerpos
inmunofluorescentes

La inmunocitoquimica con anticuerpos inmunofluorescentes indirecta es una técnica de
microscopia que permite la deteccion subcelular de proteinas. Para ello, las células se
fijan con un aldehido, se permeabilizan mediante el uso de un detergente y se incuban
con anticuerpos primarios especificos para las proteinas de interés. Los anticuerpos
secundarios estan conjugados con fluoréforos que emiten fluorescencia a una longitud de
onda especifica lo cual permite su posterior identificacion por medio de microscopia de

fluorescencia'’.

Para este procedimiento las células se sembraron sobre cubreobjetos (Fisher Scientific,
Ref. 12-545-82) dispuestos en cajas de cultivo celular de 24 pozos, a una densidad de
30.000 células por pozo con 500 yl de medio DMEM suplementado con 10% de SFB vy
cultivadas por 24 horas para permitir su adherencia y posterior exposicion a las
condiciones de experimentacion. Tras finalizar este periodo el medio fue retirado, se
realizaron 3 lavados con PBS y las células fueron fijadas con paraformaldehido 4% (PFA,
Sigma, Ref. 252549) durante 30 minutos a temperatura ambiente en agitacion continua.
Posteriormente, se retiré el PFA y se realizaron tres lavados con PBS a temperatura
ambiente. Las células fueron permeabilizadas con Triton™ X100 0.3 % (Sigma Ref.
T8787) en PBS durante 5 minutos, a temperatura ambiente y en agitacién constante. Se

realizaron 3 lavados con PBS y se incubaron con cloruro de amonio (NH,CI) fresco 50
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mM para evitar la autoflorescencia de los grupos aldehido por la fijacién con PFA. Las
células fueron lavadas 3 veces con PBS e incubadas con buffer de bloqueo (BSA 1% en
PBS) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se incubd con anticuerpo anti-STAT3
diluido en buffer de bloqueo a una concentracion de 1:100 toda la noche a 4°C. Después
de la incubacion con el anticuerpo primario se realizaron 6 lavados con PBS y se
incubaron con el anticuerpo secundario Alexa Fluor® 568 Goat Anti-RabbitlgG (Life
Technologies, Ref A11011) durante 2 horas, diluido 1:1000 en buffer de bloqueo. Para la
deteccion de los nucleos se tifid con Hoechst 33342 (LifeTechnologies, Ref H3570), a
una concentracion de 0,2 yg/ml para lo cual se realizaron tres lavados adicionales y se
incubd con el colorante durante 30 minutos. Finalmente, se lavaron los cubreobjetos 3
veces con PBS y se fijaron sobre portaobjetos utilizando el medio de montaje
Fluoromount (Sigma, F4680). Para cuantificar la translocacién de la proteina al nucleo se
utilizé un microscopio de fluorescencia para tomar fotografias de las laminas en cada una
de las condiciones y se contabilizé en 100 células la incorporacion de proteina STAT3 al

nucleo utilizando el software Imaged (Version 1.44) por triplicado.

4.11 Construccién de curvas de supervivencia celular
frente a radiaciones ionizantes

4111 Verificacion dosimétrica

Antes de irradiar los cultivos celulares, se garantizaron los niveles adecuados de
radiacién para las células del estudio mediante las dosimetrias realizadas en los
Aceleradores de particulas del Instituto Nacional de Cancerologia, la Fundaciéon Santafé
de Bogota y el centro de oncologia de la Clinica el Country. Todas las irradiaciones se
realizaron con la colaboracion del fisico Paulo Alejandro Quintero Mejia del Grupo de

Fisica Médica de la Universidad Nacional.

Se disefd un simulador fisico de parafina el cual aseguré que las dosis recibidas al
interior del cubo correspondieran a las dosis deseadas y estas fueran homogéneas en el
contenido del tubo. Para efectos practicos se realizé6 una tomografia computarizada (CT)
al simulador de parafina ubicando fiducias metalicas de posicionamiento para asegurar la
reproducibilidad con las coordenadas del acelerador. Las imagenes de CT se tomaron

para calcular las unidades monitor necesarias para depositar una dosis deseada
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mediante el sistema de planeacién dosimétrica Eclipse”™ haciendo uso de dos campos

laterales de 9cm x 4cm de tamario (Figura 4-1).

(a) (b)

Figura4—1: Simulador fisico de parafina

(A) Sistema de irradiacion de células. Se irradié una parte del cubo y luego se rot6 el Gantry al
lado contrario para irradiar la parte restante obteniendo asi mayor homogeneidad en la dosis
deseada. (B) Imagen de tomografia computarizada. Se observa la ubicacion de las fiducias
metalicas que coinciden con los laseres de posicionamiento del acelerador lineal.

Las células se irradiaron con energias de 6 y 15 Mega Voltios (MV) para fotones
provenientes de aceleradores lineares de uso clinico (Clinac™ 2100) de las instituciones

mencionadas.

4.11.2 Ensayo clonogénico de supervivencia celular

Como ya se mencioné previamente, este ensayo es fundamental en el estudio de los
efectos de la radiacion ionizante sobre cultivos celulares; para ello, de manera inicial se
estandarizaron las condiciones segun los protocolos descritos por la literatura para las
dos lineas celulares en estudio """ E| protocolo definitivo de trabajo seguido fue el

siguiente:

1. Antes de la irradiacion, sembrar las células en frascos de cultivo de 75 cm? hasta

alcanzar una confluencia del 70 — 80%.

2. Inducir condiciones de experimentacién normoxia (21% de Oxigeno), hipoxia
fisica (1% de O,) e hipoxia quimica (100 uM de DFO) durante 24 horas.
3. Disgregar las células con tripsina/EDTA y llevar a un volumen final de 10 ml en

tubos conicos de polipropileno de 15 ml.
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4, Realizar el conteo celular con hemocitémetro.

5. Preparar y rotular los tubos de acuerdo a la dosis a administrar como lo muestra
la Tabla 4-1 y la condiciones de hipoxia fisica y quimica. Adicionar a cada tubo 5 ml de
medio DMEM suplementado con 10% de SFB.

Tabla 4—1: Dosis de radiacion administradas a cada una de las lineas celulares para el
ensayo de supervivencia clonogénico

Tubo No. | Dosis en Gray Dosis en centiGray

1 0 Gy 0 cGy

2 1 Gy 100 cGy

3 2 Gy 200 cGy

4 4 Gy 400 cGy

5 6 Gy 600 cGy

6 8 Gy 800 cGy

7 10 Gy 1000 cGy

6. Tomar el volumen de suspension celular que contenga 50.000 células y

resuspender en los tubos preparados en el numeral 5. Sellarlos con Parafim®.

7. Transportar los tubos sobre hielo hasta el lugar de irradiacion.

8. Previo a la irradiacidon, resuspender por inversion el tubo y colocarlo en un
simulador fisico de parafina.

9. Irradiar el tubo dividiendo la energia a utilizar en 2 dosis entregadas al cubo de
parafina desde dos angulos diametralmente opuestos.

10. Al finalizar, almacenar sobre hielo hasta el momento de la incubacion.

1. Sembrar las células en cajas de cultivo de 6 pozos con 2 ml de medio DMEM
suplementado con 10 % de SFB. El numero de células depende de la eficiencia de
formacion de las colonias de cada linea celular; esta se ajusta a un numero que permita

el posterior conteo de las colonias como lo muestra la Tabla 4-2.

Tabla 4—2: Numero de células sembradas por dosis de radiacién y linea celular

Linea celular / Dosis de HelLa EA.hy926
radiacién

0 Gy 200 células 300 células

1 Gy 200 células 300 células
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2 Gy 400 células 600 células
4 Gy 800 células 1200 células
6 Gy 1200 células 1800 células
8 Gy 1600 células 2400 células
10 Gy 2000 células 3000 células

12. Rotular las cajas con las dosis, el tipo de células y las condiciones de irradiacion.

Se muestra en la Figura 4-2 la disposicion de sembrado en las cajas de cultivo.

OO0
UL

U
QOO

Figura 4—2: Disposicién de sembrado en las cajas segun dosis de radiacion.

La primera distribucidn fue repetida por triplicado. EI nUmero de células sembradas en cada uno
de los pozos de 0 - 10 Gy es el mostrado en la tabla 4. En los pozos rotulados como 0 Gy x 2 se
sembro el doble de numero de células que el pozo a 0 Gy.

13. Verificar la presencia de células en cada pozo en el microscopio invertido, e
incubar a 37°C, 5% de CO, durante 14 dias.

14. Verificar de manera regular el crecimiento de las colonias y descartar presencia
de contaminacion.

15. Al finalizar los 14 dias, fijar y tefir las colonias utilizando violeta de metilo.
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411.3 Fijacién y tincién de colonias

Para este procedimiento inicialmente se retiré el medio y se lavd cada uno de los pozos 3
veces con PBS, se adicion6 2 ml de formaldehido al 8% en PBS 10X y se dejé a
temperatura ambiente durante 30 minutos para permitir la fijacién de las células. Los
pozos fueron lavados con H,O destilada y se adiciond 1 ml de solucién de violeta de
metilo (Violeta de metilo 10 mg/ml, Metanol 70% (v/v) y H,O 30 (v/v)). Se incubd a
temperatura ambiente por 30 minutos y finalmente se recuperd el colorante y se lavo con

abundante H,0O, hasta eliminar todos los restos de colorante.

4.11.4 Conteo de colonias

Para el conteo del nimero de colonias se utilizd el software ImageJ® Version 1.45s con
el plug-in cell counting especializado para este procedimiento. Este software requiere la
imagen digital de las cajas de cultivo, por lo cual se escanearon las cajas de cultivo a una
resolucion de 200 DPI (Figura 4-3). La herramienta permite el conteo manual mediante el
marcaje punto a punto de las colonias tefidas de la caja de cultivo de 6 pozos (Figura 4-
4).

200 Células 400 Células 800 Células
1Gy 2 Gy 4 Gy

6 Gy 8 Gy 10 Gy
1200 Células 1600 Células 2000 Células

Figura 4—3: Caja de cultivo de células expuestas a radiaciones ionizantes.
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Se observa el crecimiento de las colonias de células HelLa expuestas a diferentes dosis de

radiacion con fotones 15 MV. El numero de células sembradas es diferente para cada uno de los
pozos como se indica en los recuadros.
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Figura4—4: Conteo manual de colonias utilizando el software ImageJ® Version 1.45s

4.11.5 Construccion de curvas de supervivencia

Para la reconstruccién grafica de las curvas de supervivencia después del conteo de
colonias se consideraron los parametros previamente mencionados (Ver numeral 1.3.3
Curvas de supervivencia) de eficiencia de sembrado (ES), y fraccion de supervivencia

(FS) para cada una de las dosis utilizadas como lo muestra la Tabla 4-3.

Tabla 4—3: Obtencion de parametros de eficiencia de sembrado y fraccién de supervivencia
de acuerdo a diferentes dosis de irradiacion.

DOSIS DE IRRADIACION

0 Gy 1Gy 2 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy

Numero de células

200 200 400 800 1200 1600 2000
sembradas

Numero de colonias 75 72 83 44 5 7 4

Eficiencia de 37,5% | 36,0% | 20,8% 5,5% 0,4% 0,4% 0,2%
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sembrado

Fraccion de
1,0 0,960 0,553 0,147 0,011 0,012 0,005

supervivencia

La informacién se analizé y procesé en el software OpenOffice® y Gnuplot® (Ambos de
distribucion libre), ajustando los datos al modelo linear cuadratico el cual fue adoptado
para todas las curvas de supervivencia por su universalidad y facil manejo. Se obtuvo la
media de la supervivencia y las desviacion estandar a partir del triplicado de cada ensayo
y tras la construccion de la curva, los parametros a, B y la dosis letal 50 (DL50) para cada

una de ellas.






5.Resultados

5.1 Confirmacidén de las condiciones de hipoxia

Las condiciones de hipoxia fisica y quimica, se confirmaron por la activacién de HIF-1y
su migracion al nucleo en extractos nucleares de células Hela y EAhy.926. La
absorbancia obtenida permitié ratificar que los cultivos celulares expuestos a condiciones
de hipoxia fisica con concentraciones de oxigeno del 1% y quimica utilizando mesilato de
deferoxamina (DFO) a una concentracion de 100 uM, presentaron concentraciones mas
altas de HIF-1 a nivel nuclear en relacién con las células en normoxia (Figura 5-1 y
Figura 5-2). Para estos ensayos, se utilizé esta concentracion de DFO debido a que se
ha reportado que la respuesta celular bajo estas condiciones quimicas es la que mas se
asemeja a las condiciones de hipoxia fisica con 1% de oxigeno. La hipoxia fisica activo el
HIF-1 de manera temprana a partir de las dos horas con una ligera tendencia a disminuir
a las 24 horas; por su parte la activacién de HIF-1 tras la exposicion a hipoxia quimica
inicié a las dos horas y continué en aumento durante el tiempo del experimento. Se
observé ademas que existe un incremento mas pronunciado de HIF-1 en las células
Hela, y discretamente mayor bajo condiciones de hipoxia quimica en las dos lineas

celulares.
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Figura 5—1: Activacion de HIF-1 en células HelLa bajo condiciones de hipoxia fisica y quimica.
Para la hipoxia fisica las células se sometieron a concentraciones de O, del 1% y para hipoxia
quimica se utilizaron concentraciones de 100 uM de DFO. Se realiz6 la extraccion de proteinas
nucleares y el HIF-1 se detectd por ELISA con el Kit TransAM™. Se realizé Prueba t para medias
de dos muestras pareadas entre el control en normoxia y cada una de las condiciones de
experimentacion. * = p < 0.05 Ver anexo 1 para mayor informacion.
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Figura 5—2: Activacion de HIF-1 en células EA.hy926 bajo condiciones de hipoxia fisica y
quimica.

Para la hipoxia fisica las células se sometieron a concentraciones de O, del 1% y para hipoxia
quimica se utilizaron concentraciones de 100 uM de DFO. Se realiz6 la extraccion de proteinas
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nucleares y el HIF-1 se detecté por ELISA con el Kit TransAM™. Se realizé Prueba t para medias
de dos muestras pareadas entre el control en normoxia y cada una de las condiciones de
experimentacion. * = p < 0.05 Ver anexo 1 para mayor informacion

5.2 Citotoxicidad de las condiciones de hipoxia fisica y
quimica

El efecto de la hipoxia fisica y quimica sobre la integridad o viabilidad de las células, se

determind por medio del ensayo de MTT. Para ello, se calcularon los porcentajes de

viabilidad para las lineas HelLa y EA.hy926 como lo muestran la Figura 5-3 y Figura 5-4.

La supervivencia de las dos lineas celulares se mantiene constante en las condiciones y

tiempos analizados, a excepcién de la disminucién drastica observada a las 24 horas

para las células Hela.
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Figura 5—3: Viabilidad celular normalizada por ensayo de MTT en células Hela.

Se sembraron 25000 células en cajas de 96 pozos por 24 horas para permitir su adherencia, tras
lo cual se sometieron a las condiciones de hipoxia mencionadas. La viabilidad se cuantificd por
MTT en triplicado y se normalizé con respecto a células en normoxia con un 100% de viabilidad.
Se realizé Prueba t para medias de dos muestras pareadas entre el control en normoxia y cada
una de las condiciones de experimentacion. * = p < 0.05. Ver anexo 1 para mayor informacion
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Figura 5—4: Viabilidad celular normalizada por ensayo de MTT en células EA.hy926.

Se sembraron 25000 células en cajas de 96 pozos por 24 horas para permitir su adherencia, tras
lo cual se sometieron a las condiciones de hipoxia mencionadas. La viabilidad se cuantificé por
MTT en triplicado y se normalizé con respecto a células en normoxia. Se realizé Prueba t para
medias de dos muestras pareadas entre el control en normoxia y cada una de las condiciones de
experimentacion. * = p < 0.05. Ver anexo 1 para mayor informacion.

5.3 Las células HeLa y EA.hy926 expresan de manera
constitutiva STAT3

Las células se mantuvieron en condiciones de normoxia como se describe en la
metodologia y se analiz6 la presencia de STAT3 en los extractos totales. Los resultados
evidencian la expresion de la proteina STAT3 en células HeLa y EAhy926 de manera
constitutiva en condiciones de normoxia (Figura 5-5). Los resultados igualmente
muestran diferencias en la cantidad de proteina expresada por los dos tipos celulares,

encontrado una mayor expresion en las células EAhy926 con respecto a las células Hela.
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Figura 5—5: Expresion de STAT3 en células HeLa y EAhy926 en condiciones de normoxia

Las células se cultivaron en frascos de 75 cm?, se lisaron y los extractos totales se analizaron por
western blot usando anti-STAT3 y como control de carga, anti-p-actina (Ver metodologia para mas
detalles).

5.4 Las condiciones de hipoxia fisica y quimica no
modifican la expresién de la proteina STATS3.

De acuerdo con los resultados previos que sugieren que las células EAhy926 expresan
de manera constitutiva una mayor cantidad de la proteina STAT3 se analizé si bajo
diferentes concentraciones del estresor quimico, se modificaba o no la expresion de la
proteina STAT3 (Figura 5-6), Los resultados no mostraron variaciones en la cantidad de
proteina STAT3 expresada bajo diferentes condiciones de hipoxia quimica a las 24
horas, pero apoyan la observacion previa que la cantidad de STAT3 expresada de
manera constitutiva en células EAhy926 es mayor en relacion con las células HelLa
(Figura 5-6).

Hela EA.hy926
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Figura 5—6: Expresién de STAT3 en lineas celulares HeLa y EAhy926 bajo diferentes
concentraciones de hipoxia quimica.

Las células se cultivaron en frascos de 75 cm? se sometieron por 24 horas a diferentes
concentraciones de hipoxia quimica con mesilato de deferoxamina (DFO), se lisaron y los
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extractos totales se analizaron por western blot usando anti-STAT3 y como control de carga, anti-
B-actina.

Con el animo de hacer una valoraciéon de la expresién de STAT3 con respecto al tipo y
duracién del evento estresor, las células se sometieron a hipoxia fisica o a diferentes
condiciones de hipoxia quimica durante 2, 6 y 24 horas. No se observaron cambios en la
expresion de la proteina STAT3 para la linea HeLa (Figura 5-7), ni para la linea EAhy926

(Figura 5-8) bajo ninguna de las condiciones de estudio.

Hela
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Figura 5—7: Expresién de STAT3 en células HelLa expuestas por 2, 6 y 24 horas a hipoxia
fisica o quimica con diferentes concentraciones de mesilato de deferoxamina (DFO).

Las células se cultivaron en frascos de 75 cm?® se sometieron a hipoxia en las condiciones
mencionadas, se lisaron y los extractos totales se analizaron por western blot usando anti-STAT3
y anti-B-actina como control de carga.
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Figura 5—8: Expresion de STAT3 en células EA.hy926 expuestas por 2, 6 y 24 horas a hipoxia
fisica o quimica con diferentes concentraciones de mesilato de deferoxamina (DFO).

Las células se cultivaron en frascos de 75 cm2, se sometieron a hipoxia en las condiciones
mencionadas, se lisaron y los extractos totales se analizaron por western blot usando anti-STAT3
y anti-B-actina como control de carga.
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5.5 Las condiciones de hipoxia modifican la activacion
de STAT3 en las lineas HelLa y EA.hy926

La inmunoprecitacion de las proteinas fosforiladas con proteina G-sefarosa y anticuerpos
anti-fosfotirosina permitié identificar que la hipoxia fisica induce cambios en la activacién
de la proteina STAT3 para los dos tipos celulares estudiados (Figura 5-9 a). Para las
células HelLa se observo fosforilacion de STAT3 a partir de las seis horas post-estimulo
mientras que para las células EA.hy926 la fosforilacion se detecté a las 2 horas. Se
confirmd que bajo las mismas condiciones no existe cambio en la expresiéon de la
proteina total STAT3. El andlisis por densidad o6ptica relativa mostré que existe un
incremento progresivo de la forma fosforilada de la proteina STAT3 dependiente del

tiempo y por consiguiente de su activacion (Figura 5-9 b).
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Figura 5—9: Inmunodeteccion de (p)STATS3 en células HeLa y EA.hy926 expuestas a hipoxia
fisica.

(a) Activaciéon de STAT3 en células HeLa y EA.hy926 expuestas a hipoxia fisica. Para la deteccion
de pSTAT3 en cada una de las muestras, se inmunoprecipitaron 500 ug de extractos totales con
proteina G-sefarosa y anti-fosfotirosina clon PY20 y posteriormente se hizo la inmunodeteccion
por western blotting con anti-STAT3. (b) Densidad dptica relativa de la forma fosforilada de STAT3
en células HelLay EAhy926 expuestas a hipoxia fisica. Los resultados obtenidos en la
inmunodetecciéon de pSTAT3 se escanearon y procesaron con el software ImagedJ (Version 1.44),
los resultados obtenidos fueron normalizados con base en la expresion STAT.

Dado que la expresién de la proteina STAT3 es diferente en las dos lineas celulares
analizadas, se normalizaron los valores de la proteina fosforilada (p)STAT3 obtenidos por
densidad 6éptica relativa tomando en consideracion los valores de STAT3. Se observé un
mayor incremento de las proteina STAT3 fosforilada en las células Hela, teniendo en
cuenta las diferencias de expresion basal de la proteina, aunque estas solo fueron

estadisticamente significativas a las 2 horas (Figura 5-10).

2
ta

e
~

e
o

=
n

m Hela

e
'S

W Eahy926

e
w

e
o

Densidad Optica Normalizada %

e
Y

0 horas 2 horas 6 horas 24 horas

Tiempo de exposicidna hipoxia fisica

=
=3

Figura 5—10: Diferencia en la fosforilacion de STAT3 en células HelLa y EA.hy926 expuestas a
hipoxia fisica con normalizacion de la expresién de STATS3.

Los valores fueron normalizados tomando como referencia la relacion entre la densidad optica
relativa de (p)STAT y STAT3 para cada una de las muestras.

La activacion de STAT3 por hipoxia fisica se confirmé por inmunocitoquimica usando
anticuerpos inmunofluorescentes. En las células Hela la translocacién nuclear de STAT3
se observé con una intensidad moderada a las 2 horas y con mayor intensidad a las 6 y
24 horas (Figura 5-11), en las células EA.hy926 la translocacién de STAT3 inicié de
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manera temprana desde las 2 horas, con un pico de mayor intensidad a las 6 horas y
permanecid, mas leve, hasta las 24 horas (Figura 5-12). La translocacion nuclear de
STAT3 no fue tan evidente bajo condiciones de hipoxia quimica con DFO 100 uM en las
células HeLa y EAhy926 bajo los tiempos de estudio (Figura 5-13 y Figura 5-14). Los
resultados fueron compatibles con el porcentaje de células que muestran translocacion
nuclear de la proteina de interés, encontrandose una diferencia significativa entre las
condiciones de hipoxia quimica y fisica en todas la condiciones analizadas (Figura 5-15).
Se encontraron ademas diferencias entre la localizacion nuclear de la proteina en las dos

lineas celulares de estudio (Figura 5-16)
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Hipoxia Fisica0, 1 %
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6 H 24 H
o ----
- ----
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Figura 5—11: Sublocalizacion celular de STAT3 en células HelLa tras la exposicidon a hipoxia
fisica.

Las células se cultivaron en portaobjetos y se sometieron 2, 6 y 24 horas a hipoxia fisica con 1%
de O,. Se fijaron, permeabilizaron y posteriormente se detecté la proteina STAT3 por
innmunocitoquimica con anticuerpos fluorescentes usando anti-STAT3 y Hoescht 33342.
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Figura 5—12: Sublocalizacion celular de STAT3 en células EAhy926 tras la exposicidon a hipoxia
fisica.
Las células se cultivaron en portaobjetos y se sometieron 2, 6 y 24 horas a hipoxia fisica con 1%
de O,. Se fijaron, permeabilizaron y posteriormente, se detectd la proteina STAT3 por
innmunocitoquimica con anticuerpos fluorescentes usando anti-STAT3 y Hoescht 33342.
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Figura 5—13: Sublocalizacién celular de STAT3 en células Hela tras la exposiciéon a hipoxia
quimica (DFO 100 pM).

Las células se cultivaron en portaobjetos y se sometieron 2, 6 y 24 horas a hipoxia quimica con
mesilato de deferoxamina (DFQO), 100 uM. Se fijaron, permeabilizaron y posteriormente, se detectd
la proteina STAT3 por innmunocitoquimica con anticuerpos fluorescentes usando anti-STAT3 y
Hoescht 33342.
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Hipoxia Quimica DFO 100 uM

Control 2H 6H 24H

STAT3

Nucleo

L

Figura 5—14: Sublocalizacion celular de STAT3 en células Hela tras la exposicion a hipoxia
quimica (DFO 100 pM).

Las células se cultivaron en portaobjetos y se sometieron 2, 6 y 24 horas a hipoxia quimica con
mesilato de deferoxamina (DFO), 100 pM. Se fijaron, permeabilizaron y posteriormente, se detectd
la proteina STAT3 por innmunocitoquimica con anticuerpos fluorescentes usando anti-STAT3 y
Hoescht 33342.
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Figura 5—15: Porcentaje de translocacion nuclear de la proteina STAT3 en células HelLa y
EA.hy926 tras la exposicion a hipoxia fisica e hipoxia quimica.

Las células se cultivaron en portaobjetos y se sometieron 2, 6 y 24 horas a hipoxia fisica y quimica
con mesilato de deferoxamina (DFO), 100 pM. Se contabiliz6 el numero de células que
presentaron translocacion nuclear de la proteina de interés en 100 células por triplicado para cada
una de las condiciones. Se realizé Prueba t para medias de dos muestras pareadas entre el
control en normoxia y cada una de las condiciones de experimentacion, se compard ademas los
dos tipos de hipoxia para cada uno de los periodos analizados, en los dos casos, * = p < 0.05 Ver
anexo 1 para mayor informacion.
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Fig 5 — 16. Comparacion del porcentaje de translocacién nuclear de la proteina STATS3 tras la
exposicién a hipoxia fisica e hipoxia quimica entre las lineas HelLa y EA.hy926.

Las células se cultivaron en portaobjetos y se sometieron 2, 6 y 24 horas a hipoxia fisica y quimica
con mesilato de deferoxamina (DFO), 100 pM. Se contabilizdé el nimero de células que
presentaron translocacion nuclear de la proteina de interés en 100 células por triplicado para cada
una de las condiciones. Se realizd6 Prueba t para medias de dos muestras pareadas entre el
control en normoxia y cada una de las condiciones de experimentacion, se comparé ademas los
dos tipos de hipoxia para cada uno de los periodos analizados * = p < 0.05 Ver anexo 1 para
mayor informacion.

5.6 Construccién de las curvas de supervivencia:
Obtencion de parametros a, 3, a/f y D50

Después de haber obtenido los valores de fraccidn de supervivencia para las diferentes
lineas celulares y condiciones de experimentacion, como lo muestra el numeral 4.11.5
(Construccién curvas de supervivencia) se graficaron los datos con la variacién de la
media (Figura 5-17) para ser ajustada por medio de minimos cuadrados al modelo lineal
cuadratico (Figura 5-18) como la suma de dos funciones g(x) = f(x) + y(x), siendo f(x) el
componente lineal que da cuenta de los efectos letales y directos mientras que y(x) es el
componente cuadratico que se relaciona con los efectos indirectos y subletales sobre las
células, se muestra un ejemplo de un archivo de calibracion en el Anexo 2. Para mas
informacion ver el documento “Estudio in vitro de la supervivencia en células tumorales

irradiadas con un acelerador lineal de uso clinico”"°.
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Figura 5—17: Media de supervivencia y desviacion estandar de células Hela irradiadas a
diferentes dosis.

1 T i
1
T
©
2 I :
Q
>
2
8
2 o1} I i
‘” J
o
‘.E Media de supervivencia +——+— {
E Ajuste LQ
e
0.01 ! | ! | [
0 2 4 6 8 10

Dosis [Gy]

Figura 5—18: Ajuste modelo linear cuadratico

Al realizar el ajuste inicial en el software Gnuplot®, se introdujeron valores cercanos a 1
para los valores a y B, para asi poder ajustar la funcién g(x) mediante las variables Ay B
a los datos encontrados; posteriormente, el software de manera iterativa encontré los
valores que mejor se ajustaron a la mayoria de los datos, estableciendo la funcién mas
aproximada al comportamiento observado. El valor del a/B, se tomé de la interseccion de
las funciones independientes f(x) y g(x) (Figura 5-19) y la dosis letal 50 fue calculada
como la dosis a la cual, segun el modelo lineal cuadratico, se reduce al 50% la fraccién

de supervivencia de las células en cultivo (Figura 5-20).
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Figura 5—19: Componente a (Lineal) y componente (3 (cuadratico).
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Figura 5—20: Dosis letal 50 (D50).

Se muestran a continuacion los valores obtenidos para cada una de las lineas celulares y

unidades de energia utilizadas en los ensayos (Tabla 5-1 y Tabla 5-2).
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Tabla 5—1: Componente q, B, a/B, D50, para células Hela irradiadas con fotones a6 y 15 MV.
Fotones 6 MV Fotones 15 MV
Hipoxia Hipoxia Hipoxia Hipoxia
Normoxia Fisica / Quimica/ | Normoxia Fisica / Quimica /
Reox Reox Reox Reox
Alfa 0,108 0,071 0,207 0,034 0,080 0,150
Beta 0,061 0,050 0,060 0,064 0,065 0,048
Alfa/Beta 1,780 1,427 3,479 0,531 1,231 3,125
D50 2,60 3,14 2,06 1,87 2,67 2,51
Tabla 5—2: Componente q, 3, a/f, D50, para células EA.hy926 irradiadas con fotones a6y 15
MV.
Fotones 6 MV Fotones 15 MV
Hipoxia Hipoxia Hipoxia Hipoxia
Normoxia Fisica / Quimica/ | Normoxia Fisica / Quimica /
Reox Reox Reox Reox
Alfa 0,099 0,259 0,706 0,223 0,294 0,521
Beta 0,098 0,089 0,000 0,099 0,096 0,055
Alfa/Beta 1,006 2,896 0,000 2,243 3,066 9,511
D50 2,18 1,69 0,99 1,72 1,54 1,16

Se observé un D50 mas bajo a mayores unidades de energia (15 MV) al comparar estos
valores con 6 MV, en las dos lineas celulares estudiadas bajo condiciones de normoxia y
de hipoxia fisica/reoxigenacion, sugiriendo que mayores unidades de energia estan
asociados a menores dosis de radiacion para alcanzar el mismo efecto biolégico. Para
las células Hela las condiciones de hipoxia fisica/reoxigenacién estan asociadas a
aumentos del valor D50, sugiriendo que se requieren mayores dosis de radiacién para
alcanzar el mismo efecto bioldgico, teniendo por lo tanto un efecto protector. Las
condiciones de hipoxia quimica en estas células tuvieron diferentes efectos bajo las dos
unidades de energia utilizadas. Para las células EAhy926 existe una disminucién de los
valores de D50 bajo condiciones de hipoxia fisica y quimica seguidas de reoxigenacion,
bajo las dos unidades de energia utilizadas sugiriendo que la hipoxia tiene un efecto

sensibilizador para este tipo de células.

5.7 Curvas de supervivencia para lineas celulares HeLa y
EA.hy926 en condiciones de normoxia, hipoxia fisica
e hipoxia quimica
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Tras la construccion de las graficas y la obtencion de los parametros para cada una de
las lineas celulares, se unificaron las curvas obtenidas con el fin de comparar el efecto de
las condiciones de hipoxia y reoxigenaciéon. A continuacién, se muestran los resultados
obtenidos para células HelLa 6 y 15 MV (Figura5-21 y Figura 5-22), y células EA.hy926 6
y 15 MV (Figura 5-23 y Figura 5-24). Es importante recordar que la construccion de la
curva de supervivencia es producto de multiples iteraciones para encontrar la funcion que

mas se aproxima a los resultados obtenidos, por lo que no necesariamente se debe

ajustar de manera exacta a las medias y desviaciones estandar mostradas en las figuras.
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Figura 5—21: Curvas de supervivencia en condiciones de normoxia (N) e hipoxia fisica (HF) y

quimica (HQ) de células HelLa con posterior reoxigenacion expuestas a radiaciones ionizantes,

fotones a 6 MV
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Figura 5—22: Curvas de supervivencia en condiciones de normoxia (N) e hipoxia fisica (HF) y
quimica (HQ) de células HelLa con posterior reoxigenacion expuestas a radiaciones ionizantes,
fotones a 15 MV
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Figura 5—23: Curvas de supervivencia en condiciones de normoxia (N) e hipoxia fisica (HF) y
quimica (HQ) de células EA.hy926 con posterior reoxigenacién expuestas a radiaciones

ionizantes, fotones a 6 MV
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Figura 5—24: Curvas de supervivencia en condiciones de normoxia (N) e hipoxia fisica (HF) y
quimica (HQ) de células EA.hy926 con posterior reoxigenacion expuestas a radiaciones

ionizantes, fotones a 15 MV

Finalmente se decidid comparar bajo las diferentes condiciones de experimentacion el
comportamiento en términos de supervivencia de las dos lineas celulares en condiciones
de normoxia irradiadas a 6 y 15 MV (Figura 5-25 y Figura 5-26), en hipoxia fisica a 6 y
15 MV (Figura 5-27 y Figura 5-28), e hipoxia quimica 6 y 15 MV (Figura 5-29 y Figura

5-30), con posterior reoxigenacion.
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Figura 5—25: Comparacion curvas de supervivencia bajo condiciones de normoxia en células
Hela y EA.hy926 irradiadas con fotones a 6 MV
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Figura 5—26: Comparacién curvas de supervivencia bajo condiciones de normoxia en células
HelLa y EA.hy926 irradiadas con fotones a 15 MV
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Figura 5—27: Comparacion curvas de supervivencia bajo condiciones de hipoxia fisica y

reoxigenacion en células HeLa y EA.hy926 irradiadas con fotones a 6 MV
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Figura 5—28: Comparacién curvas de supervivencia bajo condiciones de hipoxia fisica y

reoxigenacion en células HeLa y EA.hy926 irradiadas con fotones a 15 MV
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Figura 5—29: Comparacion curvas de supervivencia bajo condiciones de hipoxia quimica y

reoxigenacion en células HeLa y EA.hy926 irradiadas con fotones a 6 MV
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Figura 5—30: Comparacién curvas de supervivencia bajo condiciones de hipoxia quimica y

reoxigenacion en células HeLa y EA.hy926 irradiadas con fotones a 15 MV
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Al comparar las curvas se observa que la fraccion de supervivencia de las células
EA.hy926 es menor bajo diferentes dosis de irradiacion en condiciones de normoxia,

hipoxia fisica y quimica con las dos unidades de energia utilizadas.






6.Discusion

Los microambientes tumorales han cobrado una gran importancia en la comprensién del
desarrollo del tumor y su respuesta frente a diferentes estimulos estresores y agentes
terapéuticos®. Frente a un estimulo ambiental como es la disminuciéon de las
concentraciones de oxigeno, las células responden con diversos mecanismos de
adaptacion que incluyen activacion de rutas de sefalizacién molecular implicadas en la
proliferacion, angiogénesis y regulacion metabdlica. La activacion aberrante de diversas
vias de sefializaciéon en las células cancerosas ha sido asociada a modificaciones en la
supervivencia y el crecimiento tumoral bajo condiciones de hipoxia. Adicionalmente,
estas condiciones han mostrado tener un importante efecto sobre el prondstico del

paciente y la respuesta a diferentes formas de tratamiento.

El papel de HIF-1a en la respuesta a la hipoxia ha sido considerado uno de los procesos
criticos para iniciar la respuesta celular frente a este estimulo estresor'’. La
determinacion de la activacion de HIF-1 permitié confirmar que las concentraciones de
oxigeno del 1% y del agente quelante del hierro, mesilato de deferoxamina (DFO) en las
concentraciones utilizadas, inducen las condiciones de estrés celular y los valores
encontrados muestran diferencias estadisticamente significativas al compararlos con los
obtenidos en condiciones de normoxia, por lo que representan modelos validos de
estudio. Aunque se han descrito efectos de citotoxicidad en varias lineas celulares, estos
se han visto tras la exposicidon a hipoxia cronica a intervalos de tiempo mayores de 24

41142 nuestras observaciones muestran que a excepcion de las células Hela

horas
expuestas a condiciones de hipoxia fisica durante 24 horas (p <0.05), las condiciones de
hipoxia establecidas no tienen efectos citotoxicos para las células HeLa y EA.hy926 en

los periodos de tiempo analizados.

Las rutas de sefializacion intracelular determinan la forma como una célula integra los
estimulos recibidos por el medio ambiente y responde frente a estos mediante diferentes

tipos de modificaciones a nivel de la expresion génica y proteica. Entre las rutas de
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sefalizacién implicadas en este proceso la via JAK/STAT, ha demostrado tener un
importante papel; las proteinas que hacen parte de esta via son capaces de detectar una
gran variedad de sefales del entorno y transducirlas al ndcleo, afectando directamente la
regulaciéon de la expresién génica'®. Mientras la activacion de estas proteinas es
tipicamente rapida, el tiempo que permanecen activas es reducido debido a mecanismos
especificos de retroalimentacion negativa. La activacion aberrante y sostenida de esta
via se ha visto asociada a multiples condiciones patolégicas como inflamacién cronica,

respuestas inmunes anormales o cancer'*.

La primera evidencia del papel de la via JAK/STAT en cancer fue la identificacién de una
mutacién activadora en la quinasa Hop de Drosophila, un miembro de la familia JAK, que
causa un fenotipo similar a la leucemia'®. La activacion constitutiva de la via JAK/STAT
también se observé posteriormente en diferentes tipos de lineas celulares transformadas
por oncogenes virales como v-srcyv-Eyk'*® y en tumores humanos en leucemia
mielocitica crénica, aguda y en leucemia linfocitica aguda'®’. El hallazgo de la proteina
fusion TEL-JAK2, una forma constitutivamente activa producto de una translocacion
cromosomica en leucemias humanas, ha mostrado el importante papel de las quinasas

Janus en los procesos de desarrollo tumoral**®

. Aunque no se han observado mutaciones
en los genes codificantes para las proteinas de la familia STAT en cancer, se ha
encontrado activacion persistente y aberrante de estas proteinas en diversos tipos de
canceres humanos'®®, esto hace considerar que existen otras vias de sefalizacion
molecular o condiciones medio ambientales que afectan su activacion. De las siete
proteinas de la familia STAT, la STAT3 y la STAT5 han sido las mas ampliamente

vinculadas a procesos de desarrollo tumoral®*¢®.

La expresién de STAT3 es ubicua en un gran numero de lineas celulares y se ha
reportado para lineas celulares como NIH3T3, Hep3B, Caki-1 y HelLa' . En nuestro
estudio se encontrd expresion constitutiva de la proteina STAT3 tanto en la linea tumoral
HelLa como en la linea endotelial EAhy926; en esta ultima, la mayor expresion de STAT3
encontrada puede ser debida a que esta linea es un hibrido entre células de
adenocarcinoma de pulmén A459'" y células endoteliales HUVEC, estas Ultimas con
expresion constitutiva de esta proteina, reportada previamente por Liu y col en el 2005
150

, hecho que se correlaciona con los hallazgos en otras células no tumorales bajo

condiciones fisioldgicas'" "% Sin embargo, es prematuro concluir si esta variacion en la
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expresion es producto del fenotipo endotelial, del tumoral o de la sinergia entre los dos
tipos celulares.

Tras someter a las lineas celulares a hipoxia fisica, [O,] al 1%, e hipoxia quimica por
DFO a concentraciones de 50, 100 y 200 uM por 2, 6 y 24 horas no se observaron
cambios en la cantidad de proteina STAT3 total. Se ha descrito que la activacion de
STATS3, al igual que otros miembros de esta familia no requiere degradacion inducible por
un inhibidor'®®, por lo que un estimulo que afecte esta via puede mantener sin
modificaciones la cantidad de proteina expresada, lo cual explicaria los resultados
observados y plantea el analisis a futuro de su comportamiento a nivel de la expresion
geénica. Hallazgos previos en los que experimentalmente se incrementa la expresion de la
proteina no activada en su forma silvestre han mostrado no tener un efecto sobre la

progresién tumoral'*.

STAT3 es considerada como una oncoproteina la cual se encuentra activa de manera
constitutiva en cerca del 70% de tumores sélidos y hematoldgicos incluyendo mieloma
multiple, varios tipos de linfomas y leucemias, cancer de seno, cabeza y cuello, cancer de
prostata, carcinoma de ovario, melanoma, carcinoma renal, carcinoma colorectal y
tumores del epitelio timico'™. Aunque existen formas mutantes activas de manera
constitutiva disponibles para investigacion como STAT3C, la aparicion de estas formas
es extremadamente rara en en cultivo'®. Se ha observado que las células obtenidas a
partir de tejidos tumorales que muestran activacién constitutiva de STAT3 in vivo
rapidamente pierden la fosforilacién de STAT3 una vez son puestas en cultivo sin células
estromales o del sistema inmune'’. Esto lleva a considerar que la activacién de STAT3
en cancer es a menudo un resultado de la estimulaciéon créonica por estimulos
extracelulares presentes en el microambiente tumoral. Entre las moléculas que activan
esta via se han descrito citoquinas de las familias de la interleuquina 6 (IL-6, IL-11,
oncostatina M, Factor inhibidor de leucemia (LIF), Factor neurotréfico ciliar (CNTF), I1L-27,
IL-35), y de la interleuquina 10 (IL-10, IL-22, IL-19 e IL-20), miembros de la familia del
EGF, Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), VEGF, IL-23 e IL-21",

La activacién de STAT3 es producida por la fosforilacion de un residuo critico de tirosina
en la posicion 705 (Y705) que induce la dimerizacion de STAT a través del dominio de
interaccion SH2-fosfotirosina®®. Adicional a este residuo, se ha descrito que la actividad

transcripcional y la unién al ADN son reguladas por otras modificaciones
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postransduccionales como la fosforilacion de las serinas (S727)"° y la acetilacion
reversible del residuo 685 de lisina'. La inmunoprecipitacién de proteinas con residuos
de tirosina fosforilada mostré que tras la estimulacion por hipoxia fisica hay un
incremento de las formas fosforiladas de la proteina STAT3 que inicia de manera
temprana tras el estimulo estresor, alrededor de las 6 horas para las células HelLa y a las
dos horas para las células EAhy926, sugiriendo que el estrés por hipoxia activa esta via
de senalizacion presuntamente por medio de la fosforilacion de la Y705 de la proteina
STAT3 tanto en células tumorales como en el modelo endotelial en estudio, cabe
mencionar que ademas de los resultados obtenidos para confirmar estos hallazgos se
hace necesario la realizacion de experimentos adicionales que detecten especificamente
la fosforilacion de este residuo como espectrometria de masas o uso de anticuerpos

especificos.

Los resultados de la inmunofluorescencia indirecta permitieron confirmar la traslocacion
nuclear de la proteina tras el estimulo con hipoxia fisica en las células HeLa y EAHy926.
Aunque para STAT3 se ha observado que la importacion al ndcleo puede ocurrir de
manera independiente a la fosforilacion de tirosinas en diferentes tipos celulares por
medio de importina-a3 sin estimulos externos'°, nuestros resultados demuestran que la
translocacion de STAT3 se ve afectada por el tipo de linea celular utilizado,
encontrandose mayor translocacion en las tumorales con respecto a las endoteliales
(p<0.05) vy por las condiciones de hipoxia, prevaleciendo la fisica sobre la quimica
(p<0.05). Estos resultados indican que la proteina STAT3 se transloca al nucleo y
ademas se fosforila en respuesta a la hipoxia fisica en las dos lineas anteriormente

mencionadas. . Un estudio realizado por Jung et a/*®’

, reportd un incremento significativo
de la fosforilacién del residuo Y705 de la proteina STAT3 y su posterior translocacién
nuclear en células de carcinoma renal humano Caki |, apoyando los resultados

obtenidos.

De manera interesante la translocacién nuclear es menos marcada frente a la exposicion
a hipoxia quimica con mesilato de deferoxamina, aunque sigue mostrando diferencias
significativas con respecto a su control en normoxia (p< 0.05). El mesilato de
deferoxamina es un agente quelante del hierro, cuyo mecanismo de accién es el bloqueo
de la degradacion de HIF-1a inducido por la proteina VHL, causando su acumulacién e

imitando la respuesta celular producida bajo un ambiente hipéxico'?°. Diversos estudios



Introduccién 81

han mostrado la importante relacion existente entre HIF-1a y STAT3°%'6216%

, se ha
encontrado que la forma fosforilada de STAT3 se une de manera directa a HIF-1a y
aumenta su estabilidad al impedir su unidon a la proteina VHL y su posterior
ubiquitinizacién y degradacion'®. Ensayos de coinmunoprepitacién han permitido
identificar que la union de STAT3 a HIF-1a es especifica para las formas fosforiladas y
que la estimulacion por citoquinas como IL-6 o LIF también esta asociada con sobre-
expresion de HIF-1a incluso en condiciones norméxicas. Un estudio posterior mostré que
la induccion cooperativa de STAT3 y HIF-1 esta funcionalmente asociada a la adquisicién
de resistencia tumoral bajo condiciones de hipoxia'®. Los resultados observados en la
localizacién de la proteina en hipoxia fisica y quimica podrian ser producto de diferencias
en la interaccion entre HIF-1a y STAT3 frente a estos dos estimulos estresores, lo cual

debe ser ampliado en estudios posteriores.

La activacion de STAT3 en respuesta a la hipoxia fisica se observo tanto en la linea
celular tumoral como en la endotelial en estudio y si se tiene en cuenta que la hipoxia
representa una caracteristica comun en tumores, el estrés hipdxico podria proveer una
sefial comun que induce un prolongado incremento de la expresiéon angiogénica durante
el proceso de tumorogénesis’®. La alta tasa metabdlica combinada con un flujo
sanguineo irregular y variable, limita la difusién de oxigeno y otros nutrientes al interior
del tejido tumoral manifestdndose como hipoxia y estrés celular. La respuesta a estos
estimulos desemboca en un cambio del metabolismo celular, migracion de las células
endoteliales y angiogénesis'®. Uno de los mas potentes y especificos factores
angiogénicos es el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y de manera
independiente, HIF-1a y STAT han sido implicados en su transcripcion'’; la region
regulatoria del promotor de VEGF contiene también un elemento regulado por STAT3
que ha sido implicado en su transcripcion. Otro aspecto destacable ha sido que la
inhibicion de STAT3 bloquea de manera significativa la expresion de VEGF inducida por
hipoxia, demostrando el papel sinérgico que pueden tener estos dos factores de

transcripcién en el desarrollo angiogénico'®.

Existe fuerte evidencia que sugiere que STAT3 contribuye a la transformacién maligna y
a la progresién tumoral por transactivacién de genes blanco involucrados en eventos
criticos del desarrollo tumoral incluyendo proliferacién, supervivencia, auto-renovacion,

invasion y angiogénesis'®®. STAT3 parece ser critico para todos estos procesos, ya que
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su inhibicién puede reducir e inhibir la progresion tumoral en modelos in vitro, mientras
qgue su activaciéon ha mostrado inhibir la apoptosis e inducir un fenotipo mas agresivo a
través de la activacién de rutas de sefalizacion especificas'® 2. Un reciente estudio
analiza el mecanismo por el cual la proteina STAT3 constitutivamente activa conduce a la
inmortalizacion y contribuye de manera potencial a la transformacion maligna y el
mantenimiento del tejido tumoral en modelos murinos'’®. Entre los factores descritos se
encuentran la proteccién contra la apoptosis por incremento en la expresion de genes
anti-apoptoéticos como bcl-2, bcl2-11, bcl-3 y survivina, retraso de la senescencia e
incremento de la tasa de proliferacién asociadas al aumento de la expresion de c-myc y
el aumento de la tasa de glicolisis aerébica. Se resalta adicionalmente la importancia de
la sobre-expresién de HIF-1 y el aumento de enzimas glicoliticas que favorecen un
cambio en el fenotipo metabdlico y la adaptacién a la hipoxia inducida por la activacién
de STATS3.

STAT3 en células cancerosas no solo funciona como un mediador de la sefializacion
intracelular sino que también afecta la interaccion célula-célula. Se ha establecido que
STAT3 modula de manera indirecta la comunicacion entre células tumorales y células del
sistema inmune’. De hecho una nueva molécula inhibidora de STAT3 ha sido reportada
para revertir la tolerancia inmune en pacientes con gliomas malignos'”®. Considerando
ademas el importante papel que esta molécula ha cobrado en procesos de angiogénesis
y por nuestras observaciones, podemos afirmar que la mejora en el entendimiento de la
activacion de STATS3 por estimulos estresores del microambiente tumoral podria proveer

una estrategia mas efectiva de tratamiento del cancer.

En este orden de ideas, el papel de las condiciones de hipoxia en la respuesta de las
células cancerosas y su microambiente tiene una gran importancia para comprender el
efecto biolégico de diversas opciones terapéuticas en el manejo de cancer', como es el

caso de la radioterapia.

Las células bajo condiciones hipoxicas son menos sensibles a la radiacién, se han
propuesto diversos factores que influyen en este fendmeno los cuales podrian estar
actuando de manera simultdnea y potencializando el efecto global’®. Uno de los
mecanismos mas ampliamente aceptados es que el oxigeno molecular es fundamental

para extender el dafo causado por los radicales libres productos de radiaciones
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ionizantes, haciendo a las células mas sensibles a la radiacién. Al reducir el nimero de
células que se encuentran proximas a un vaso sanguineo tras su exposicion a la
radiacion ionizante, las células ubicadas en la periferia pueden alcanzar mayores
concentraciones de oxigeno y ser mas sensibles a la radiacion en la siguiente dosis de
radiacion. Algunas de las moléculas criticas asociadas a este fendmeno son el factor

HIF-1a, VEGF, el éxido nitrico y el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF).

Entre las herramientas disponibles para evaluar la respuesta a la radiacion ionizante, las
curvas de supervivencia proveen una valiosa fuente de informacién ya que permiten
evaluar la muerte reproductiva y por apoptosis, ambas de gran impacto para el control
tumoral''*. El presente trabajo permitié construir y comparar curvas de supervivencia en
dos modelos celulares bajo condiciones de normoxia e hipoxia fisica y quimica utilizando
fotonesa 6y 15 MV.

Es importante considerar que aunque las células en cultivo estuvieron expuestas a
condiciones de hipoxia quimica o fisica, se irradiaron bajo condiciones de normoxia, por
lo que en dicho momento el efecto biolégico mas aproximado corresponderia a
condiciones de reoxigenacion. El efecto de la exposicidon a condiciones de hipoxia, ha
mostrado tener diferentes efectos sobre la supervivencia celular al variar parametros de
exposicion como el tiempo y las concentraciones de oxigeno antes, durante y después
del estimulo estresor'’®. Estas observaciones junto con experimentos que evidencian el
efecto de la hipoxia ciclica y la reoxigenacion muestran que el efecto de la exposicion a
hipoxia no siempre corresponde a un efecto de radioprotecciéon'’”'"®. El comportamiento
encontrado en las células HelLa tras la exposicion a condiciones de hipoxia fisicaa 6 y 15
MV, sugiere que se requiere una mayor dosis de radiacion para alcanzar el mismo efecto
bioldgico (D50) que en condiciones de normoxia sugiriendo que actua como un agente
radioprotector, mientras que para la linea celular EA.hy926 con las dos unidades de
energia utilizadas y bajo los dos tipos de hipoxia se requirieren menores dosis de
irradiacion para alcanzar el mismo efecto bioldgico y son por lo tanto mas radiosensibles
tras la exposicién a hipoxia. Estos resultados parcialmente contradictorios pueden ser
explicados al considerar las diferencias en los comportamientos bioldgicos de las lineas
celulares utilizadas durante los ensayos, entre los que se pueden incluir diferencias a
nivel del genoma, la expresidbn geénica, proteoma y comunicacién intercelular'”,

aproximacion que podria ser ampliada en futuros ensayos.
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La respuesta de las células frente a diferentes calidades de radiacion varia en términos
de supervivencia®. Cuando se habla de calidades de radiacién se tiene en cuenta el tipo
de radiacion, asi como las unidades de energia o el espectro de energia con que cuentan
estas. Es de esperar que altas unidades de energia muestren caidas mas rapidas de la
curva, siendo necesarias menores dosis para alcanzar danos letales y a medida que las
unidades de energia disminuyen, la supervivencia se incremente. Se observa este
comportamiento al comparar las D50 bajo condiciones de normoxia e hipoxia fisica en las
dos lineas analizadas, sin embargo en condiciones de hipoxia quimica no se observa la
misma tendencia sugiriendo que el tipo de estrés hipdxico u otro factor modifica la

respuesta de supervivencia a diferentes unidades de energia en las lineas utilizadas.

Al analizar la calidad del ajuste para las curvas se encontré que para muchas de ellas el
ajuste no es estadisticamente satisfactorio, lo cual se observa en la diferencias entre la
funcién y los valores encontrados. Estas diferencias pueden ser en parte debidas a que
el modelo lineal cuadratico no se acopla muy bien a las regiones de altas dosis, esta
observacion ha sido descrita previamente y ha llevado a que las consideraciones
biolégicas en tratamientos de radiocirugia y radioterapia estereotaxica, en los cuales se
deposita una gran dosis, generalmente mayor a 5 - 6Gy, en fracciones unicas sean
ampliamente cuestionadas'®.Tedricamente la supervivencia para dosis altas sigue una
linea recta mas pronunciada que demuestra el mayor dafio letal de las células debido al
incremento de la dosis ya que se aumenta el numero de particulas que podrian impactar
en los blancos de la célula ampliando la probabilidad que ocurran mayores efectos
letales”. Para llevar este modelo a las regiones de dosis en cuestidn existen varios
meétodos alternativos que parten de razonamientos matematicos y funciones con
ecuaciones diferenciales. Uno de estos modelos es el modelo lineal cuadratico cubico en
donde se mantienen los mismos a y [ para dar sentido biolégico al comportamiento
inherente de las células en el rango respectivo de supervivencia a ciertas dosis, y se

incorpora un término y a la fraccién cubica de la nueva funcion.

Los o/ reportados en la literatura para tejidos no-tumorales se encuentran entre 7 y 20%,
es importante tener en cuenta dos consideraciones en los valores obtenidos la primera es
que se ha descrito que estos valores no son constantes y pueden variar ampliamente de

acuerdo con la energia, la naturaleza de la radiacion, el equipo utilizado y el modelo
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biolégico escogido®, la segunda consideracién es que para tejidos tumorales se ha

descrito valores mucho mas amplios.

En algunos de los casos los parametros o o B son cercanos a 0, lo que impide el calculo
de los valores a/f3, estos valores pueden ser resultado de la incertidumbre introducida
durante el conteo en la camara de Neubauer y/o a la recoleccién o sembrado de células

en las cajas de cultivo.

El estudio del modelo celular endotelial mostré resultados correlacionados con hallazgos
previos de la literatura. Uno de los mecanismos por los cuales la radioterapia causa
regresion tumoral, involucra la destruccién de la vasculatura tumoral y un dafio extenso a
este nivel'®'. Diversos estudios han mostrado que la respuesta de las células endoteliales
tanto en tejidos normales como tumorales determina en gran medida los efectos de la
radiacion ionizante'*. La pérdida de las células endoteliales posterior a la irradiacién con
altas dosis en modelos murinos, ha demostrado tener un gran impacto en la toxicidad del
tejido normal y tumoral'®. De manera muy interesante se ha sugerido con base en la
observacion de células endoteliales intestinales que existe una apoptosis masiva de
estas células en respuesta a altas dosis de radiaciéon causando una profunda alteracién
en la irrigacion que conduce a la muerte de células madre en las criptas intestinales.
Nuestras observaciones muestran pendientes mas pronunciadas y D50 menores al
compararlo con la linea tumoral analizada, sugiriendo una mayor radiosensibilidad

intrinseca de esta linea bajo todas las condiciones de experimentacion.

El endotelio vascular ha sido reconocido como un componente critico de la respuesta a la
irradiacion de manera dependiente e independiente a las condiciones de oxigenacion
tumoral. Se ha considerado que la terapia coadyuvante con agentes anti-angiogénicos
puede mejorar la respuesta a quimio y radioterapia'®. El tratamiento con terapia anti-
angiogénica podria potenciar la respuesta frente a la radioterapia al tener un impacto
tanto sobre células endoteliales como tumorales, disminuyendo la dosis y minimizando el
dafo tisular. Los mecanismos por los cuales alteraciones en el endotelio vascular
modifican la respuesta a la radioterapia continian siendo motivo de investigacion. La
combinaciéon de radiacion ionizante con angiostatina, un potente inhibidor de la
angiogénesis ha mostrado inducir muerte celular endotelial principalmente por muerte

mitética'®*. Estudios adicionales muestran que la radiacién ionizante también induce
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muerte por apoptosis®’. Aunque algunos tipos de células pueden ser inherentemente
resistentes a la apoptosis inducida por radiacién, otras células muestran una respuesta
apoptética variable de acuerdo con las condiciones del microambiente, entre los que los
que se han involucrado hipoxia y diversos factores de sefializacion como VEGF y
bFGF'®°. Nuestros resultados sugieren diferencias en el comportamiento de las curvas de
supervivencia para diferentes lineas celulares, destacando la importancia del modelo
celular endotelial, de las unidades de energia y la exposicion a condiciones de hipoxia en

la respuesta celular frente a las radiaciones ionizantes.



7.CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los microambientes tumorales han cobrado un importante papel dentro del proceso de
desarrollo tumoral. La presencia de células endoteliales asi como los estimulos
provenientes de las diversas condiciones ambientales y en este caso especifico, los
cambios en las concentraciones de oxigeno (hipoxia-reoxigenacion) pueden jugar un
papel critico en este proceso por medio de la activacion de la via JAK/STAT vy la
modificacion de la supervivencia tras la exposicidon a radiaciones ionizantes. Nuestros

resultados permiten concluir que:

e Las condiciones de hipoxia fisica y quimica analizadas durante el estudio inducen
la estabilizacién de HIF-1 de manera temprana y su translocacion nuclear a partir
de las dos horas del estimulo hipoxico en las dos lineas celulares.

e Lalinea HelLa y la linea de células endoteliales EAhy926 mantienen inalterada la
expresion de la proteina STAT3 bajo condiciones de hipoxia fisica y quimica con
mesilato de deferoxamina a las 2, 6 y 24 horas.

e La hipoxia fisica es un importante estimulo estresor en las dos lineas celulares de
estudio produciendo activacion de la proteina STAT3 por fosforilacion y
translocacion nuclear.

e La traslocacion de la proteina STAT3 hacia el nucleo se induce mayoritariamente
en las células Hela sometidas a hipoxia fisica y quimica comparada con las
células EAhy926.

e Existen diferencias en la translocacién nuclear de STAT3 en las lineas celulares
de estudio entre condiciones de hipoxia fisica y quimica.

o Existe un comportamiento coherente de la supervivencia de las células que
obedece al modelo lineal cuadratico para regiones de bajas dosis. El ajuste se
pierde en la mayoria de los casos a dosis superiores a 5—6 Gy, por lo que se debe
considerar la implementacion de un modelo alternativo que describa el

comportamiento observado a altas dosis.
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e La hipoxia fisica y quimica modifica la respuesta celular en términos de
supervivencia actuando como agentes radiosensibilizadores o radioprotectores de
acuerdo con las caracteristicas de la energia, el periodo de exposicion al agente
estresor y la linea celular utilizados.

o ElI comportamiento diferencial de las células endoteliales en relacién con las
lineas cancerosas analizadas destaca la importancia del estudio de la respuesta

celular frente a estimulos estresores del microambiente tumoral.

Teniendo en cuenta nuestros resultados, los siguientes esfuerzos estaran enfocados a
ampliar nuestras observaciones sobre otras lineas tumorales y aunque la linea EA.hy926
ha sido un modelo endotelial ampliamente utilizado hemos también considerado utilizar
una linea endotelial primaria para apoyar nuestras observaciones. El papel de otros
miembros de la familia STAT como STAT1 y STATS, las proteinas JAK y de proteinas
corriente arriba de esta via, también se ha considerado de gran interés en el proceso
oncogeénico por lo que podrian constituir interesantes moléculas de estudio y potenciales
blancos terapéuticos. El analisis mas detallado de condiciones de hipoxia / reoxigenacién
variando los intervalos de exposicion y las concentraciones de oxigeno podrian brindar
informacion adicional para comprender la respuesta celular tanto a nivel de vias de
sefalizacién como de supervivencia celular. Dado que entre los principales intereses del
grupo de investigacion se encuentra el estudio de la respuesta celular frente a diferentes
tipos de estrés, trabajos futuros también buscan analizar las interaccién de las vias de
sefalizacién en respuesta a radiaciones ionizantes e hipoxia en un modelo multicelular
que integre las condiciones tumorales in vivo para comprender y mejorar las opciones

terapéuticas disponibles actualmente.
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Anexo 1: Datos de construccion

de las figuras y analisis estadistico

Activacion de HIF-1 en células Hela bajo condiciones de hipoxia fisica y quimica.

P(T<=t) dos colas Normoxia -

Tipo y tiempo de exposicidn al agente estresor | Absorbancia 450 nm Desviacidn estandar Varianza L, X .,
Condicion de experimentacion

Normoxia 0,4290 0,0200 0,0008

Hipoxia Fisica 2 Horas 1,5275 0,0065 0,0001 0,0154
Hipoxia Fisica 6 Horas 1,3655 0,0205 0,0008 0,0275
Hipoxia Fisica 24 Horas 1,3115 0,0205 0,0008 0,0004
Hipoxia Quimica 2 Horas 1,6860 0,0010 0,0000 0,0106
Hipoxia Quimica 6 Horas 1,9255 0,0205 0,0008 0,0002
Hipoxia Quimica 24 Horas 1,9320 0,0070 0,0001 0,0114
Control Positivo 1,4710 0,0090 0,0002 0,0177|
Control Negativo 0,0690 0,0040 0,0000 0,0283

Activacion de HIF-1 en células EA.hy926 bajo condiciones de hipoxia fisica y quimica.

P(T<=t) dos colas Normoxia -

Tipo y tiempo de exposicidn al agente estresor | Absorbancia 450 nm Desviacidn estandar Varianza L X .
Condicion de experimentacion

Normoxia 0,1255 0,0005 0,0000

Hipoxia Fisica 2 Horas 0,5935 0,0235 0,0011 0,0326)
Hipoxia Fisica 6 Horas 0,6730 0,0060 0,0001 0,0064
Hipoxia Fisica 24 Horas 0,6455 0,0345 0,0024 0,0428
Hipoxia Quimica 2 Horas 0,6790 0,0260 0,0014 0,0293
Hipoxia Quimica 6 Horas 0,9745 0,0045 0,0000 0,0030
Hipoxia Quimica 24 Horas 0,9570 0,0570 0,0065 0,0440
Control Positivo 1,2285 0,0455 0,0041 0,0260
Control Negativo 0,0840 0,0150 0,0005 0,2276

Viabilidad celular normalizada por ensayo de MTT en células Hela

P(T<=t) dos colas Normoxia -

Tipo y tiempo de exposicidn al agente estresor | Porcentaje Viabilidad| Desviacidn estandar Varianza L, . ~,
Condicion de experimentacion

Normoxia 1,0000 0,0164 0,0004

Hipoxia Quimica 50 uM DFO 2 Horas 0,9608 0,0364 0,0020 0,1091
Hipoxia Quimica 100 uM DFO 2 Horas 0,9948 0,0526 0,0042 0,9105
Hipoxia Quimica 200 uM DFO 2 Horas 1,0601 0,0512 0,0039 0,2846
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 2 Horas 1,0823 0,0946 0,0134 0,2975
Hipoxia Quimica 50 uM DFO 6 Horas 1,0888 0,0483 0,0035 0,1789
Hipoxia Quimica 100 uM DFO 6 Horas 1,2076 0,1328 0,0264 0,1391
Hipoxia Quimica 200 uM DFO 6 Horas 1,0679 0,0580 0,0051 0,2856
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 6 Horas 0,9843 0,1097 0,0180 0,8579
Hipoxia Quimica 50 uM DFO 24 Horas 1,1293 0,0731 0,0080 0,0964
Hipoxia Quimica 100 uM DFO 24 Horas 0,9843 0,0905 0,0123 0,8497
Hipoxia Quimica 200 uM DFO 24 Horas 1,1671 0,1141 0,0195 0,1447
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 24 Horas 0,3225 0,0121 0,0002 0,0002
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Viabilidad celular normalizada por ensayo de MTT en células EA.hy926

Tipoy tiempo de exposicion al agente estresor | Porcentaje Viabilidad| Desviacidn estandar Varianza P(T<,=,t), dos colas l\formox@l—
Condicidn de experimentacion

Normoxia 1,0000 0,0459 0,0032

Hipoxia Quimica 50 uM DFO 2 Horas 0,9555 0,0683 0,0070 0,3446
Hipoxia Quimica 100 uM DFO 2 Horas 0,9582 0,1051 0,0166 0,4463
Hipoxia Quimica 200 uM DFO 2 Horas 0,9690 0,0538 0,0043 0,4044
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 2 Horas 1,1093 0,0736 0,0081 0,0542
Hipoxia Quimica 50 pM DFO 6 Horas 1,0040 0,0541 0,0044 0,9496
Hipoxia Quimica 100 uM DFO 6 Horas 1,0148 0,0353 0,0019 0,8063
Hipoxia Quimica 200 uM DFO 6 Horas 0,9555 0,0459 0,0032 0,5637
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 6 Horas 1,0094 0,0265 0,0011 0,8638
Hipoxia Quimica 50 uM DFO 24 Horas 0,9960 0,0402 0,0024 0,9480
Hipoxia Quimica 100 uM DFO 24 Horas 0,9568 0,0369 0,0020 0,2064
Hipoxia Quimica 200 uM DFO 24 Horas 0,9730 0,0449 0,0030 0,1345
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 24 Horas 0,8138 0,1073 0,0173 0,0772

Inmunodeteccion de (p)STAT3 en células Hela y EA.hy926 expuestas a hipoxia fisica.

Tipo y tiempo de exposicion al agente estresor Linea Celular Densidad dptica relativa
Normoxia Hela 0,0140
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 2 Horas Hela 0,0120
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 6 Horas Hela 0,4140
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 24 Horas Hela 0,7780
Normoxia EA.hy926 0,0130
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 2 Horas EA.hy927 0,5530
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 6 Horas EA.hy928 0,8150
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 24 Horas EA.hy929 1,0010

Inmunodeteccion de (p)STAT3 en células Hela y EA.hy926 expuestas a hipoxia fisica normalizada

Tipo y tiempo de exposicion al agente estresor Linea Celular Densidad dptica relativa
Normoxia Hela 0,0010
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 2 Horas Hela 0,0010
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 6 Horas Hela 0,7550,
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 24 Horas Hela 1,0001
Normoxia EA.hy926 0,0010
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 2 Horas EA.hy927 0,1844
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 6 Horas EA.hy928 0,4370
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 24 Horas EA.hy929 0,4892
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Translocacién nuclear de |a proteina STAT3
P(T<=t) dos colas Normoxia- | P(T<=t) dos colas Hipoxia
Tipo y tiempo de exposicién al agente estresor Linea Celular Porcentaje Desviacion estandar Varianza Condicién de experimentacion fisica - Quimica
Normoxia Hela 0,2733 0,0125 0,0002
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 2 Horas Hela 0,5300 0,0294 0,0013 0,0022 0,0051
Hipoxia Quimica 100 uM DFO 2 Horas Hela 0,4367 0,0287 0,0012 0,0054
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 6 Horas Hela 0,9367 0,0170 0,0004 0,0000 0,0001
Hipoxia Quimica 100 uM DFO 6 Horas Hela 0,4800 0,0163 0,0004 0,0003
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 24 Horas Hela 0,8867 0,0287 0,0012 0,0004 0,0001
Hipoxia Quimica 100 uM DFO 24 Horas Hela 0,3567 0,0368 0,0020 0,0420
Normoxia EA.hy926 0,1233 0,0205 0,0006
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 2 Horas EA.hy927 0,4267 0,0205 0,0006 0,0023 0,0092
Hipoxia Quimica 100 uM DFO 2 Horas EA.hy928 0,2000 0,0163 0,0004 0,0237
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 6 Horas EA.hy929 0,6767 0,0205 0,0006 0,0027 0,0025
Hipoxia Quimica 100 uM DFO 6 Horas EA.hy930 0,1767 0,0170 0,0004 0,0263
Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 24 Horas EA.hy931 0,6867 0,0249 0,0009 0,0000 0,0026
Hipoxia Quimica 100 uM DFO 24 Horas EA.hy932 0,1800 0,0141 0,0003 0,1358
Translocacion nuclear de la proteina STAT3, comparacion entre lineas celulares
P(T<=t) dos colas Células Hela -

Tipo y tiempo de exposicion al agente estresor [Linea Celular| Porcentaje |Desviacidn estandar|Varianza EAhy926

Normox!a Hela 0,2733 0,0125 [ 0,0002 0,00148

Normoxia EA.hy926 0,1233 0,0205 [ 0,0006

Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 2 Horas Hela 0,5300 0,0294 | 0,0013 0,03641

Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 2 Horas EA.hy927 0,4267 0,0205 | 0,0006 !

Hipoxia Quimica 100 uM DFO 2 Horas Hela 0,4367 0,0287 | 0,0012 0,00609

Hipoxia Quimica 100 uM DFO 2 Horas EA.hy928 0,2000 0,0163 | 0,0004 !

Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 6 Horas Hela 0,9367 0,0170 [ 0,0004 0,01020

Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 6 Horas EA.hy929 0,6767 0,0205 | 0,0006

Hipoxia Quimica 100 uM DFO 6 Horas Hela 0,4800 0,0163 | 0,0004 0,00084

Hipoxia Quimica 100 uM DFO 6 Horas EA.hy930 0,1767 0,0170 [ 0,0004 ’

Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 24 Horas Hela 0,8867 0,0287 | 0,0012 0,00083

Hipoxia Fisica 1% Oxigeno 24 Horas EA.hy931 0,6867 0,0249 | 0,0009 !

Hipoxia Quimica 100 pM DFO 24 Horas Hela 0,3567 0,0368 | 0,0020 0,03764

Hipoxia Quimica 100 uM DFO 24 Horas EA.hy932 0,1800 0,0141 | 0,0003 !







B. Anexo 2: Archivo para ajuste de
las curvas

#set terminal jpeg #set output'pruebalload.jpeg’

settitle'Curva de supervivencia LQM para HeLa'

setxlabel'Dosis [Gy]' set ylabel'Supervivencia [ %]'

setxrange[0:10.2] set yrange[0.005:1.01] set log y

g(x)= exp(-((A*x)+(B*x**2)))

f(x)= exp (-A*x)

y(x)=exp (-B*x**2)

4(x)= exp(-((A*DI+B*DI**2)+(C*(x-DI))))

w(x)= g()+Hq(x)

A=0.159497 B=0.0335798 DI= 8.5 C= B/(3*Dl)

#set label "A/B=4.8" at 3.15,0.450 #set arrow from 4.4,0.450 to 4.7,0.45
plot"./curvaerror.txt" using 1:2:3 with error title"Celulas de cervix-HeLa" ,
g(x) It 2 Ic 8 title"Ajuste {LQ}",

w(x) title"Ajuste {LQ-C}" #fit g(x)"./curvaerror.txt" via A, B



