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RESUMEN

El cancer es una patologia que se caracteriza por presentar una alta proliferacién, heterogeneidad
y supervivencia de células anormales. Bajo ambientes como hipoxia e irradiacion las células
tumorales inducen cambios en la expresion genética y metabolica que les permite adaptarse a las
exigencias del microambiente tumoral. Gracias a procedimientos como el PET, podemos utilizar
la captacion de glucosa como un método para predecir la respuesta de los tumores aprovechando
el alto flujo glucolitico de estas células. Debido a lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
evaluar el efecto de la hipoxia e irradiacidn sobre la captacion de glucosa en lineas tumorales de
cancer de seno y colon usando una sonda analoga de glucosa. Aqui describimos un protocolo que
usa la sonda de glucosa fluorescente (2-NBDG) en tres lineas celulares de MCF-7, HT-29 y
EA.hy926 bajo distintos tratamientos experimentales, seguido de un mejoramiento de las
imagenes de fluorescencia. Nuestros resultados indican una disminucién en la captacién de
glucosa bajo el tratamiento de hipoxia y reoxigenacion en las lineas celulares de EA.hy926, MCF-
7'y HT29. Mientras que, en el tratamiento con irradiacion, se observé un aumento significativo
solamente en la linea tumoral HT-29 con respecto al control. Se sugiere que el periodo
reoxigenacion tuvo un efecto positivo en las células de MCF-7 y EA.hy926, mientras que en la

linea tumoral HT-29 no se establece relacion y se plantea un posible indicio de radioresistencia.

ABSTRACT

Cancer is a pathology characterized by presenting a high proliferation, heterogeneity, and
supervising of abnormal cells. In environments such as hypoxia and irradiation, the tumor cells
have changes in the expression of genetics and metabolic that allow them to adapt to the demands
of the tumor microenvironment. Through procedures such as PET, we can use glucose uptake as
a method to predict the response of tumors, taking advantage of the high glycolytic flow of tumor



cells. This work aimed to evaluate the effect of hypoxia and irradiation on glucose uptake in tumor
lines of breast and colon cancer using a glucose analog. Here we describe a protocol that uses the
fluorescent glucose analog (2-NBDG) in cell lines of MCF-7, HT-29, and EA.hy926 under
different experimental treatments, followed by processing the fluorescence images. The results
indicate a decrease in uptake glucose in hypoxia and reoxygenation treatment in EA.hy926, MCF-
7, and HT-29 cell lines. Whereas, in the irradiation treatment, a significant increase was observed
only in the HT-29 tumor line concerning the control. It's suggested that the reoxygenation period
had a positive effect on MCF-7 and EA.hy926 cells, while in the HT-29 tumor cells wasn't

established any relation and on the contrary, it's an indication of possible radioresistance.

Palabras clave/Keywords: Microambiente tumoral/Tumor microenvironment,

reoxigenacion/reoxygenation, adaptacién metabolica/metabolic adaptation, glucolisis/glycolysis.

1. INTRODUCCION

El cancer es una de las enfermedades mas desafiantes de las Gltimas décadas, que se caracteriza
por presentar una alta proliferacién, heterogeneidad y supervivencia de células anormales
(Nakazawa, M. S., 2016). En el Gltimo afio esta patologia causé aproximadamente 10 millones de
muertes alrededor del mundo y entre los tipos de tumores mas frecuentes se encuentra el de seno,
pulmon y colon con 2.26, 2.21 y 1.93 millones de casos respectivamente. Debido a esto, el cancer
se considera un importante problema de salud publica cada vez méas frecuente (OMS, 2021 &
OMS 2018).

Se ha demostrado que las alteraciones en el metabolismo de las células tumorales, comunmente
de carbohidratos, proteinas y lipidos, viene acompafiada de cambios en su comunicacién con el
microambiente que definen el inicio, progresion y metastasis de la enfermedad (Quail, D. F., &
Joyce, J. A., 2013). Estas interacciones con su entorno influyen asociativamente para promover
la diversidad de los tumores y la capacidad autonoma de las células para crecer sin control ( Hu,
M., & Polyak, K., 2008). Como resultado, las células tumorales se reprograman metabdlicamente
y suplen el elevado requerimiento energético para sobrevivir y crecer en ambientes adversos
(Fadaka, A., 2017).

Estas alteraciones metabdlicas generalmente implican una mayor captacién de sustratos del
medio, como la glucosa, para satisfacer las demandas energéticas (Annibaldi, A., 2010). Una

forma de obtener energia a partir de ese sustrato es por medio de la glucdlisis, donde el piruvato
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resultante, en vez de seguir el Ciclo de Krebs en la mitocondria en forma de Acetil-CoA, se
convierte en lactato (Sanchez Pascua, C., 2017).

A simple vista la glucdlisis es un medio ineficaz para la produccion de ATP en comparacion con
la respiracion mitocondrial. Sin embargo, constituye una de las rutas metabdlicas mas efectivas
para las células tumorales. La principal razén se debe a un fendbmeno conocido como efecto
Warburg, en el cual, la glucolisis ya sea en presencia 0 no de oxigeno ocurre de 10 a 100 veces
mas rapido que la oxidacion de la glucosa en las mitocondrias (Liberti, M. V., 2016). Lo anterior,
le aporta a la célula tumoral gran cantidad de ATP y ademas, le proporciona intermediarios para
diferentes procesos de sintesis por medio de la degradacion (Chen, Z., Lu, W., 2007).

Asi, aumentar el consumo energético implica elevar el crecimiento y la proliferacion celular sin
control. Esto permite que las células tumorales se aparten de los vasos sanguineos y desarrollen
rapidamente zonas deficientes de oxigeno o areas hipoxicas intratumorales (Semenza, G. L., 2008
& Brahimi-Horn, M. 2007). Este efecto generalmente se acomparia de una gran heterogeneidad
en donde células de la matriz extracelular y tumorales cambian y alteran sus metabolismos para
adaptarse a las nuevas condiciones, en un entorno conocido como microambiente tumoral (Leon,
J. D., 2019).

En tumores sélidos como los de seno y colon, el grado de hipoxia tumoral es relevante en el
resultado final de la terapia. Esto se debe a que las células hipdxicas inducen cambios en el
metabolismo y expresion genética que les confiere un fenotipo mas agresivo (Tribastone P.,
2020). Dependiendo de la oxigenacion espacial que les impone el microambiente, estas células
tumorales muestran una menor o mayor resistencia a los diferentes tratamientos de quimio y
radioterapia (Pires, I. M., 2012).

Ademas de la hipoxia, existen otros agentes externos como las radiaciones ionizantes usadas en
radioterapia (RT) para el tratamiento en cancer, que también presentan un impacto sobre el
microambiente tumoral. Usualmente la energia que producen en presencia de oxigeno se deposita
en el agua intracelular y genera especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) (Leroi,
N., 2016). Estas moléculas al interaccionar con las células producen efectos indirectos sobre el
DNA que afectan maltiples procesos bioldgicos como la proliferacion celular, la apoptosis y la
reprogramacién metabdlica no solo para las células tumorales sino también para todos los

componentes celulares del microambiente (Weinberg, F., 2019).



Procedimientos y técnicas de diagnostico como la tomografia por emision de positrones (PET),
que utiliza analogos de glucosa como la 18F-2-deoxy-2-fluoro-D-glucose (18FDG), para evaluar
el rendimiento metabolico aprovechando el elevado metabolismo glucolitico de las células
cancerosas (Kubota, K. 2001 & Garcia M., 2002), nos permite detectar las lesiones tumorales y
por ende, la respuesta de las células ante diversos tratamientos. A partir de esta informacion,
podemos establecer que tan quimio o radiosensibles son los tumores y ajustar el tratamiento con
el fin de reducir efectos secundarios, costos innecesarios y aumentar la efectividad (Weber, W.
A. 2005).

Debido a lo anterior y al impacto de la reprogramacién metabdlica ocasionada por el
microambiente tumoral en la efectividad a los diversos tratamientos contra el cancer y a la buena
prediccidn de técnicas como el PET para estimar la respuesta del tumor, el objetivo del presente
estudio fue evaluar el efecto de la hipoxia y las radiaciones ionizantes sobre la captacion de
glucosa en lineas derivadas de tumores de seno y colon mediante el uso de la sonda anéloga de
glucosa (2-NBDG).

2. MATERIALES Y METODOS

Las imagenes adquiridas en este estudio para evaluar el efecto de las radiaciones ionizantes y los
cambios en las concentraciones de oxigeno sobre la captacion de glucosa fueron obtenidas a partir
de la tesis de postgrado presentada por Agudelo A., 2012. La metodologia empleada utiliza dos
lineas tumorales cultivadas de forma aislada, MCF-7 de cancer de mama, HT29 derivado de
adenocarcinoma colorrectal y la linea referencia de células endoteliales EA.hy926, que son un

tipo de células no cancerosas asociadas al microambiente tumoral.

De acuerdo con Agudelo A., 2012, los cultivos de cada linea celular fueron expuestos a un estado
de hipoxia de 24 horas seguido de un periodo de reoxigenacion, mientras que, para la irradiacion
se utilizé un acelerador lineal de particulas con una dosis de 2Gy. Para evaluar el efecto de cada
estado sobre la captacion de glucosa, se simularon cuatro condiciones experimentales: Hipoxia y
reoxigenacion, hipoxia y reoxigenacion con irradiacion, normoxia y normoxia con irradiacion.
Como extension de la metodologia, se llevo a cabo un procesamiento de las imagenes obtenidas
de fluorescencia mediante un flujo de trabajo de tres etapas: pre-procesamiento, deteccion y

medicion. A continuacién, se describe con detalle la metodologia.



2.1 Cultivo celular

Se emplearon tres lineas celulares MCF-7 procedente de cancer de mama, HT29 derivado de
adenocarcinoma colorrectal y EA.hy926 de células endoteliales de cordén umbilical como cultivo
control. Cada linea celular se cultivd de forma aislada en medio DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle’s Medium), suplementado con Suero Fetal Bovino al 10% (Medio de cultivo completo) y
ajustado a un pH de 7.2.

2.2 Induccion de hipoxia y reoxigenacion

Para inducir el estado de hipoxia las células fueron incubadas por un periodo de 24 horas a una
temperatura de 37°C en una cdmara de hipoxia aislada (C-Chamber, BioSpherix®) junto a un
controlador para la concentracion de oxigeno y diéxido de carbono ProOx C-21 (BioSpherix®),
previamente calibrados con nitrégeno puro y se inyect6 una concentracion de gases del 1% de O2
y 5% de CO2.

Después del periodo de incubacion, las células se expusieron a oxigeno ambiental durante 30
minutos induciendo el estado de reoxigenacion celular. Todos los cultivos de cada linea MCF-7,
HT-29 y EA.hy926 se implementaron con una confluencia celular aproximada del 50% y se utilizd

el estado de normoxia como control positivo.

2.3 Irradiacion

Consecutivamente, las células fueron transportadas a 4°C e irradiadas con fotones a una dosis de
2 Gy, en un acelerador lineal de uso clinico Clinac IX Trilogy (Varian®), con una energia de 6
MeV y una tasa de dosis de 500 cGy/UM, en el Centro de Control de Cancer Ltda.

De esta manera, se simularon los estados de hipoxia e irradiacién y se evaluaron los siguientes
escenarios experimentales: Hipoxia y reoxigenacion, Hipoxia y reoxigenacion con irradiacion a

2Gy, normoxia y normoxia con irradiacion a 2Gy.

2.4 Captacion celular de 2-NBDG y adquisicion de imagenes

Para los ensayos de captacion de glucosa, las lineas celulares se cultivaron en cajas de 24 pozos a
37°C en una atmosfera himeda con 5% de CO2 y oxigeno al 21% y posteriormente se incubaron
con la sonda analoga de glucosa fluorescente 2-N-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-ylamino-2-
deoxiglucosa (2-NBDG) a una concentracion de 300 mM durante 30 minutos. Después del



periodo de incubacién se realizaron lavados con MBSS en cada pozo durante 10 minutos y
finalmente se colocaron 0.5 ml de D-MEM completo.

Los ensayos se realizaron por triplicado en cada linea celular y las sefiales de fluorescencia se
obtuvieron usando un microscopio de fluorescencia Zeiss AXIO Observer Al (Zeiss) equipado
con una lampara de fluorescencia HBO100 VE y con una cdmara monocromatica adaptada (AXI0
camHRm Carl Zeiss Microimaging 6 GMBH) y configurada al programa AxioVision Release
4,8,2 (06-2010) con un objetivo de 40X. Consecutivamente, las imagenes se digitalizaron bajo las

mismas condiciones y se almacenaron para su posterior procesamiento.

Como extension de la metodologia presentada por Agudelo A., 2012, se llevo a cabo una mejora
de las imagenes adquiridas en campo claro que nos permitié obtener una aproximacion a la
intensidad media de fluorescencia y, por ende, a la captacion de glucosa de las células evaluadas

en cada condicién como se describe a continuacion:

2.5 Procesamiento de imagenes de fluorescencia
Para mejorar las iméagenes digitales adquiridas en formato TIFF con una profundidad de pixel de
8 bits seguimos un flujo de trabajo de tres etapas: pre-procesamiento, deteccién y medicion de las

intensidades de fluorescencia.

En la primera etapa que corresponde al pre-procesamiento, se mejoraron las imagenes

utilizando un algoritmo que comprende un conjunto de pasos aplicados secuencialmente. Primero,
las imagenes se transformaron a una escala de grises para resaltar los bordes y luego, se aplicé un
filtro de Canny para detectar un rango de bordes diversos que permitié obtener una mejor
definicion de las zonas de interés. Este codigo se escribid en lenguaje Python y se ejecuté en la

nube mediante el entorno de “Google Colaboratory”.

El objetivo fue eliminar el ruido o background y acentuar las caracteristicas de las imagenes de
campo claro para lograr clasificar los pixeles y segmentar las formas celulares. Lo anterior, nos
permitio obtener una imagen binaria con divisiones aproximadas a las estructuras celulares que

se encontraban antes de la incubacién con la sonda de glucosa (2-NBDG).



Pre-procesamiento

Campo claro Imagen binaria
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Figura 1. Flujo de trabajo utilizado para la identificacion y medicién de las regiones con
emision de fluorescencia en las lineas celulares EA.hy 926, HT29 y MCF-7. Se siguieron tres
etapas: pre-procesamiento, deteccion y medicion de las intensidades mediante el programa Fiji de

ImageJ.

En la siguiente etapa de deteccion, se implemento el algoritmo “Analyze Particles” del programa
Fiji de ImageJ sobre la imagen binaria con un rango de tamafio minimo de pixel de 100 con el fin
de enumerar los contornos de las células segmentadas. Consecutivamente, se usaron las
herramientas de dibujo ROI (Region Of Interest) para etiquetar cada contorno y extrapolar la
etiqueta a las imagenes de campo claro. Esto nos permitié comparar y eliminar contornos de

particulas no deseadas o regiones detectadas que no pertenecian a células en la imagen binaria.

Finalmente, en la Gltima etapa de medicion, se guardaron las regiones de interés (ROI) y se
superpusieron sobre las imagenes de fluorescencia tomadas después de realizar el ensayo de
captacién con la sonda (2-NBDG). Para cada imagen, se estimo la media de fluorescencia con su



respectiva desviacion estandar de acuerdo con las regiones detectadas como se muestra en la

figura 1.

2.6 Anélisis Estadisticos

Se analizaron al menos 6 réplicas o imagenes independientes de cada experimento (n > 6) y se
calcul6 la media - desviacion estandar (SD) de las réplicas por condicién y tipo de linea celular
por medio del programa Fiji de Imagel. Una vez obtenidos los datos, se utilizé el programa
Rstudio y la libreria “ggplot2” para graficar el comportamiento de las observaciones Yy verificar
la tendencia de normalidad por medio de la prueba de bondad de ajuste Kolmogorov-Smirnov
seguido de un test de Barlett para comprobar la homocedasticidad de los datos.

Luego, para conocer si las diferencias observadas entre las intensidades medias de fluorescencia
en cada linea celular fueron estadisticamente significativas segun las condiciones de estrés se
emple6 una ANOVA con correccién de Welch con un p-value del 5% (*). Adicionalmente, se
ejecutaron comparaciones multiples mediante un analisis post hoc con el test Games-Howell,
disponible en la libreria “rstatix” en Rstudio, para determinar la condicién de estrés
estadisticamente diferente con respecto al control con un nivel de significancia del 5%. La
significancia se define con cuatro asteriscos 0 mas para observaciones estrictamente

significativas.

3. RESULTADOS

Con el fin de identificar un posible efecto de las condiciones de estrés celular asociadas al
microambiente tumoral sobre la captacion de glucosa en células tumorales, se utilizaron tres lineas
celulares HT-29, MCF-7 y EAHY cultivadas de forma aislada. Cada linea se agrupd como una
poblacion diferente y se establecieron cuatro condiciones experimentales que corresponden a
normoxia, hipoxia y reoxigenacion, hipoxia y reoxigenacion con irradiacion a una dosis de 2Gy
y normoxia irradiacion a una dosis de 2Gy. Se analizaron para las cuatro condiciones en cada
linea celular seis (6) réplicas o imagenes independientes y se midid la intensidad media de
fluorescencia, que es directamente proporcional a la captacion de glucosa, en cada imagen
siguiendo el flujo de trabajo de tres etapas: pre-procesamiento, deteccion y medicion como se

describe en la seccion de métodos.

En conjunto, se identificaron 7700 células en las tres lineas bajo las cuatro condiciones de estrés

celular y se evaluo la intensidad media de fluorescencia en Unidades Arbitrarias de Fluorescencia
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(UAF). Las células detectadas emitieron una intensidad de fluorescencia promedio de x =38.734
UAF (SD=40.698 UAF), el valor minimo calculado fue cero (0) y el méximo 247.4 UAF. Segun
las estimaciones, los datos presentan una amplia dispersion con un posible sesgo. De acuerdo con
la Fig. 2A, se evidencia una distribucion asimétrica con un sesgo positivo hacia la derecha, es
decir, que la mayoria de las células detectadas obtuvieron una intensidad de fluorescencia menor

a la media y solo unas pocas células emitieron alta fluorescencia.

A Histograma con curva de densidad Normal Q-Q plot B
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Figura 2. Simetria de los datos y normalidad. A. histograma de la variable intensidad con curva
de densidad que nos indica una distribucidn asimétrica con un sesgo positivo en donde la mayoria
de las células detectadas obtuvieron una intensidad de fluorescencia menor a x = 38.734 UAF.
B. Plot de normalidad donde se compara la distribucion de los datos de Intensidad con respecto a
una distribucién normal tedrica (linea roja), se evidencia que los datos visualmente no siguen el
supuesto de normalidad. Adicionalmente, se confirma con una prueba de bondad de ajuste o

Kolmororov Smirnov al 5% con un p-value < 2.2e-16 esta observacion.

De acuerdo con la tendencia y a la Fig. 2B, los datos no se ajustaron a la distribucion teérica de
normalidad. Para confirmar este resultado ejecutamos una prueba de bondad de ajuste o
Kolmogorov-Smirnov al 5% y obtuvimos un p-value < 2.2e-16****, asi descartamos el supuesto
de normalidad. Consecutivamente, los datos se agruparon en funcion del estresor y linea celular
y se establecié la condicion de “normoxia” como grupo control para comparar las condiciones y

la linea endotelial EA. hy926 como referencia para las lineas tumorales.
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Figura 3. Andlisis de normalidad por linea celular. A. Histogramas con curva de densidad en
donde se observa que las distribuciones son asimétricas con un sesgo positivo hacia la derecha en
cada linea celular. B. Distribuciones de normalidad para cada linea donde se evidencia que
ninguno de los grupos sigue una distribucion normal tedrica (linea roja). Esta observacion se
confirma por medio de una prueba de bondad de ajuste al 5%, en donde cada linea obtuvo un p <

2.2e-16 *** eliminando el supuesto de normalidad.
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Con el fin de descartar alguna alteracion en la distribucion de los datos al dividir las observaciones
en cada linea celular, EA.hy926, HT-29, MCF-7, se evalué el supuesto de normalidad en cada
poblacidn con el test de Kolmogorov-Smirnov al 5%. Para las tres poblaciones, se evidencié una
distribucion asimétrica con un sesgo positivo hacia la derecha como se describi6 en el analisis
general de los datos. Visualmente ninguno de los grupos se asemeja a la distribucion teorica de
normalidad, esta observacion se confirmé con un p-value < 2.2e-16*** en cada linea celular (Ver

Figura 3).

Adicionalmente, se empled el test de Bartlett para verificar la homocedasticidad de las varianzas.
En cada linea celular se confirmd la heterocedasticidad de las varianzas con un p < 2.2e-16 ***.
Debido a la diferencia en las varianzas, se empleo la prueba de ANOVA con correccion de Welch
para varianzas desiguales, a pesar de la asimetria de los datos, seguido de un analisis post hoc
mediante el test de Games-Howell para comparar ‘“normoxia” con las demas condiciones y

establecer diferencias significativas.

3.1 Linea Endotelial EA.hy926

Para la linea de referencia endotelial EA.hy926, que son un tipo de células no cancerosas
asociadas al microambiente tumoral, se identifico un total de n = 4451 (Ver figura 3A) células
con una intensidad media de fluorescencia de x = 36.30 UAF (SD =35.30 UAF). En este grupo
la intensidad minima detectada fue cero (0) y la maxima 123.45 UAF. De acuerdo con la figura
4, para las distintas condiciones de estrés celular se evidencié que la intensidad de fluorescencia
fue significamente diferente (Welch ANOVA, p=0 ***). Al ejecutar la comparacion por pares, se
demostro que el estado de hipoxia y reoxigenacion (6.00e- 3 **), hipoxia y reoxigenacion a 2Gy
(0 ****) y normoxia a 2Gy (6.42e-11 ****) disminuyeron significativamente la intensidad media

de fluorescencia con respecto al control.
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Figura 4. Variaciones en las intensidades medias de fluorescencia en la linea control
EA.hy926 segun la condicion de estrés celular. Se establece que existen diferencias
estadisticamente significativas en todas las condiciones de estrés con respecto a normoxia
(control). Al comparar la diferencia entre medias, el estado de hipoxia-reoxigenacion a 2Gy
presento la mayor divergencia (62.1), por esta razén, se considera que al variar las concentraciones
de oxigeno e irradiar las células a una dosis de 2Gy simultaneamente se obtiene la menor captacion
de glucosa que en condiciones normales. La media se representa con un punto rojo en cada

condicion de estrés.

Al comparar solamente las variaciones en las concentraciones de oxigeno - Hipoxia y
reoxigenacion - se observa que la diferencia es significativa pero la variacion entre medias es
minima (3.31) con respecto al control, mientras que, al comparar Unicamente la exposicién a
radiacion ionizante aumenta la diferencia (55.0) entre medias como se deduce visualmente en la
Fig. 4. Debido a esto, se sugiere que la irradiacion reduce el consumo de glucosa con respecto a
las células en estado de hipoxia y reoxigenacion en esta linea celular. Esta disminucién en la
captacién de la sonda es mayor si se unifican los estados de estrés como se observa en la condicion
de hipoxia y reoxigenacion a 2Gy, la cual, presenta la mayor diferencia entre medias (62.1) con

respecto al control.
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3.2 Linea Tumoral HT-29

Para la linea tumoral HT-29 se analizaron n= 1424 células (Ver figura 3A) con una intensidad
media de fluorescencia de x =55.67 UAF (SD =60.54 UAF), la intensidad maxima fue 247.45
UAF y la minima de cero (0) UAF. En base al resultado del test Welch ANOVA, se comprobd
que existen diferencias significativas en la intensidad media de fluorescencia de acuerdo a cada
condicion de estrés celular con un p-value =9.75e-210 (****).

LINEA HT-29
Condicion B3 + B3 2 B 2 B3 4

EXEE

A

300 1

drdede i

Welch ANOVA, p= 9.75e-210 ****

2001

L]

L

Normoxia H fpoacra—H Hipoxia-R (2Gy) Normoxia (2Gy)
Condiciones

Intensidad media de Fluorescencia (UAF)

Fig. 5. Variaciones en las intensidades medias de fluorescencia en la linea tumoral HT-29 en
segun la condicion de estrés celular. Para todas las condiciones de estrés celular las diferencias
fueron estadisticamente significativas con respecto al control. Se evidencié un aumento
significativo en la intensidad de fluorescencia de las condiciones expuestas a radiacion a una dosis
de 2Gy, que sugirié que independientemente de las variaciones de oxigeno la captacion de glucosa
aumentaba bajo el estado de irradiacion. Por el contrario, en la condicion de hipoxia-
reoxigenacion se observa una disminucion significativa en la captacion de glucosa semejante a la

linea control. La media se representa con un punto rojo en cada condicion.

Al ejecutar la comparacion por pares de cada estresor con el grupo control, se evidencid un
aumento significativo en la intensidad de fluorescencia en las condiciones de hipoxia y
reoxigenacion a 2Gy (0 ****) y normoxia a 2Gy (0 ****), Esta tendencia fue inversa con respecto

a la linea control EA.hy926, por lo que se observa que independientemente de las variaciones en
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las concentraciones de oxigeno en el medio, el estresor de irradiacion aumenta significativamente

la captacion de glucosa en las células tumorales de HT-29 de acuerdo con la figura 5.

Por el contrario, en hipoxia y reoxigenacion ( 9.17e-9 ****) se observo un efecto opuesto con
una disminucién significativa en la intensidad con respecto a la normoxia. Lo anterior sugiere que
el cambio solamente en las concentraciones de oxigeno disminuye el consumo de glucosa. Lo

anterior, se asemeja al comportamiento de la linea control bajo la misma condicion de estrés.

3.3 Linea Tumoral MCF-7

Para la linea tumoral MCF-7 se evaluaron n =1825 células (Fig. 3A) con una intensidad media de
fluorescencia de x =31.448 UAF (SD = 28.25 UAF), la emision de fluorescencia minima fue de
cero (0) y la maxima de 195.57 UAF. De acuerdo con el test de Welch ANOVA, se encontraron
diferencias significas en la intensidad de fluorescencia media entre las condiciones de estrés
celular, este resultado se confirmd con p -value =1.05e-140 (****).

LINEA MCF-7
Condicion B3 + B3 2 B 2 B3 4
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Fig. 6. Variaciones en las intensidades medias de fluorescencia en la linea tumoral MCF-7
segun la condicion de estrés celular. Todas las comparaciones con respecto al control
(normoxia) fueron estadisticamente significativas para las distintas condiciones. El efecto de
hipoxia-reoxigenacion e irradiacion evaluados simultaneamente redujo mejor la intensidad media

de fluorescencia con la mayor diferencia entre medias (43.5) con respecto a normoxia. El patron
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de variacion en la intensidad media de fluorescencia en esta linea se asemeja a linea control
EA.hy926.

Conforme a la comparacion por pares, la intensidad media de fluorescencia disminuyd
significativamente en las condiciones de hipoxia y reoxigenacion (1.35e-13****), hipoxia y
reoxigenacion a 2Gy (3.10e-13****) y normoxia a 2Gy (0****) con respecto al control. Al
contrastar el estresor de hipoxia y reoxigenacion e irradiacion por separado con el control, se
observo que ambas disminuyen la fluorescencia, pero la diferencia entre medias es mayor para
irradiacion (26.0). Por ende, la captacion de glucosa es menor cuando las células tumorales se
exponen a radiacion ionizante con una dosis de 2Gy (Ver Figura 6).

Este efecto se refuerza al emplear los estados simultaneamente en la condicion de hipoxia y
reoxigenacion a 2Gy, donde se encontrd la mayor diferencia entre medias (43.5), en este caso,
tanto las variaciones en la concentracién de oxigeno como la exposicién a radiacion ejecutadas al
tiempo presentan una mayor disminucion en el consumo de glucosa con respecto al control en las
células tumorales. De acuerdo con las observaciones, la linea MCF-7 se asemeja al patron de

captacion de la linea control EA.hy926.

En conclusion, al evaluar el efecto de hipoxia y reoxigenacion sobre la captacion de glucosa, en
todas las lineas se evidencié una disminucion significativa o un efecto negativo. Mientras que,
bajo el estresor de irradiacion se observo un aumento significativo o efecto positivo solamente en
la linea HT-29 en comparacion con normoxia. Al unir simultdneamente los estados de estrés
celular en la condicion de hipoxia y reoxigenacion a 2Gy se observo de nuevo un efecto positivo

Unicamente en la linea HT-29.

De esta manera, se plantea que la linea tumoral MCF-7 mantuvo un patrén similar en el consumo
de glucosa a la linea endotelial EA.hy926, y por lo tanto, se sugiere que las dos lineas mantienen
un metabolismo glucolitico andlogo en comparacién con la linea HT-29, en donde se demostrd
un aumento en el consumo de glucosa bajo el estrés de radiacion a una dosis de 2Gy

independientemente de las concentraciones de oxigeno en el medio.

3.4 Subpoblaciones celulares
Al evaluar la captacion de glucosa se observd que las células emitian una intensidad de

fluorescencia muy heterogénea dentro de cada linea celular, incluso esta variacion se mantuvo en
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cada imagen o réplica. Por esta razdn, se calculé un porcentaje individual de fluorescencia para
cada célula detectada en donde el valor maximo de emision de la imagen se utilizé como el 100%
de fluorescencia de acuerdo con la ecuacion 1. Las células que obtuvieron un porcentaje entre 0-
30% se agruparon como captacion baja, de 31-70% como captacién media y de 71-100% como
captacion de glucosa alta, estos rangos se estimaron arbitrariamente y permitieron identificar
subpoblaciones celulares segln la captacion de glucosa en cada linea celular.

Fluorescencia célula * 100

Porcentaje de Fluorescencia Individual — - —
Fluorescencia mdxima del campo

Ecuacion 1. Porcentaje individual de fluorescencia, donde el valor méximo de emision por

imagen se usé como el 100% de fluorescencia.

En la figura 7 se presentan los resultados para la linea control endotelial EA.hy926, donde se
observa que en condiciones normales predomina la subpoblacion con captacion de glucosa alta
(66.2%). Al someter a las células a variaciones en las concentraciones de oxigeno como se observa
en la condicion de hipoxia y reoxigenacién la subpoblacién predominante cambia a captacion

media con un 50.3%.
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Figura 7. Subpoblaciones celulares de captacion de glucosa segun la condicién de estrés
celular en la linea endotelial EA.hy926. Se observa que en condiciones de normoxia prevalece
la subpoblacion celular con captacion alta, sin embargo, al someter a las células al estresor de
hipoxia e irradiacion la subpoblacion predominante cambia a media (50.3%) y baja (43%)
respectivamente. Mientras que en las células donde los estresores acttan al tiempo predomina la

subpoblacidn alta al igual que normoxia.

Este cambio es coherente con la disminucion significativa de la figura 4, en donde debido al estrés
en la concentracion de oxigeno disminuy6 la subpoblacion de captacion alta y aument6 la de
captacion media con una diferencia del 2.6% que afectd negativamente la captacion global de la
sonda en la condicion. Igualmente, al evaluar el efecto de las células a radiacién ionizante en la
condicion de normoxia 2Gy, se observo que la poblacion predominante fue la de baja captacion
con un 43%.

Sin embargo, bajo el efecto de los estresores simultdneamente en la condicion de hipoxia y
reoxigenacion a 2Gy se observa una distribucién similar de las subpoblaciones de baja y media

captacion donde en aproximadamente la mitad de las células prevalecié la captacion alta con un
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40.6%. A pesar de la predominancia de esta subpoblacion, en la figura 4, se evidencié una
disminucion significativa, por lo que se sugiere que la distribucion simétrica de las demas

poblaciones tuvo un efecto negativo sobre la captacion general de la sonda.

En la figura 8 que corresponde a la linea tumoral MCF-7, se evidencio que la subpoblacion con
captacion media predomind en las distintas condiciones de estrés celular. En condiciones
normales, mas de la mitad de las células se agruparon en esta subpoblacién con un 74%, seguido
de hipoxia y reoxigenacion con 53.6%, normoxia 2Gy con un 49.8% y finalmente hipoxia y
reoxigenacion a 2Gy con un 41.1%. Esta disminucion en la captacion de la sonda en la misma
subpoblacidon con respecto al control puede asemejarse a las diferencias significativas observadas
entre medias en la figura 6, donde la exposicién simultanea de las células a hipoxia e irradiacion
tuvo un efecto negativo méas pronunciado sobre la captacion de la sonda a diferencia de las demaés

condiciones.

Linea MCF-7
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Figura 8. Subpoblaciones celulares de captacion de glucosa segun la condicion de estrés
celular en la linea endotelial MCF-7. Se observa que en cada condicion de estrés predomind la

subpoblacion de captacion media. En normoxia, la mayoria de las células se agruparon en esta
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subpoblacion con un 74%, seguido de hipoxia y reoxigenacion con 53.6%, normoxia 2Gy con un
49.8% y finalmente hipoxia y reoxigenacion a 2Gy con un 41.1%

Por otro lado, en la figura 9 se muestran los resultados para la linea HT-29, donde en condiciones
normales, aproximadamente la mitad de las células, se agruparon en la subpoblacidn de captacién
alta (48.8%), mientras que en las demés condiciones de estrés - normoxia a 2Gy con un 65.8%,
seguido de hipoxia y reoxigenacion con un 64.3% e hipoxia y reoxigenacion a 2Gy con 62.2% -

predomind la subpoblacién de captacion media.

Linea HT-29

Rangos [0 Alta [l Media ] Baja

Normoxia Hlpc;:la—R Hlpaxla:R (2Gy) Normoxla (2Gy)
Condiciones
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Figura 9. Subpoblaciones celulares de captacion de glucosa segun la condicién de estrés
celular en la linea endotelial HT-29. Se observa que las células bajo las distintas condiciones de
estrés se agruparon en la subpoblacion de captacion media con un 62.2% para hipoxia y
reoxigenacion 2Gy, 64.3% para hipoxia y reoxigenacion y 65.8% para normoxia a 2Gy con
respecto al control que obtuvo en su mayoria una alta captacion.

Al observar el patron de captacion sub poblacional en cada condicion de estrés, se evidencio que

bajo el estado de hipoxia y reoxigenacion las células independientemente de la linea celular se
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agruparon en la subpoblacion de captacion media, sin embargo, esto no se demostré en las demas
condiciones de estrés. Por lo tanto, la variacion en los porcentajes subpoblaciones dentro de cada
estrés nos muestra que cada linea celular cuenta con una respuesta diferente en el consumo de
glucosa para asimilar las condiciones desafiantes del medio, por ende, se sugiere que las células

expresan una adaptacion metabolica que varia de acuerdo con la linea tumoral y el tipo de estrés.

4. DISCUSION

La heterogeneidad celular, la falta de nutrientes y regiones de hipoxia junto con agentes externos
como las radiaciones ionizantes establecen distintas interacciones metabolicas de las células
tumorales con su medio creando el microambiente tumoral (Leon, J. D., 2019). Se ha demostrado
que variaciones en estos factores de estrés celular inhiben y favorecen la respuesta del tumor
frente a potenciales blancos terapéuticos (Brahimi-Horn C., 2007). Por esta razon, el objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto de la hipoxia - reoxigenacion y la irradiacion como factores
de estrés celular asociados al microambiente sobre la captacion de glucosa (o metabolismo
glucolitico) en tres lineas tumorales MCF-7, HT29 y EA.hy926.

Los resultados descritos con anterioridad sugieren que en ambientes con variaciones en las
concentraciones de O2, es decir bajo los efectos de hipoxia y reoxigenacion, las células tumorales
de seno MCF 7, colon HT29 y endoteliales EA.hy926 disminuyen significativamente el consumo
de glucosa, ver figura 4,5,6 y tabla 1. Este comportamiento puede ser contradictorio para las
células tumorales, debido a que, para efectuar sus actividades biosintéticas asociadas a la
proliferacion deben aumentar la captacion de nutrientes como la glucosa (Sanchez, C., 2017).

Regularmente el déficit de oxigeno en la tumorigénesis, a causa de la falta de vasos sanguineos
estimula a la célula tumoral a aumentar el flujo glucolitico para generar ATP y prolongar la
supervivencia (DeBerardinis et al., 2008; Weber, 2016). La preferencia de las células por el
metabolismo de la glucosa que conduce a la formacion de &cido lactico les confiere ciertas
ventajas que les permiten, por ejemplo, superar la produccion de ATP de la fosforilacion oxidativa
por medio de un fendmeno conocido como “efecto Warburg” o acidificar el medio extracelular

para evadir la respuesta inmunoldgica con la produccion de lactato (Roudier, E., 2009).
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Tabla 1. Resumen de los efectos significativos de las diferentes condiciones de estrés en las
lineas tumorales de HT-29 y MCF-7 y endotelial EA.hy926 con respecto al control.

EA.hy926 MCF-7 HT-29
Hipoxia y
reoxigenacion w u u
Normoxia H_ipoxia_y
reoxigenacion e
(Control) irradiacion (2Gy) v v i
Normoxia e w
irradiacion (2Gy) w m

* Las flechas hacia arriba (1) indican un aumento significativo en la captacion de glucosa y
hacia abajo (W!) una disminucion significativa en la captacion. En azul se sefiala el efecto de

hipoxia y reoxigenacion y en rojo el efecto de irradiacion.

Dado que no se observé un consumo de glucosa elevado, se sugiere que en células hipdxicas el
periodo de reoxigenacion juega un papel importante al disminuir las consecuencias del fenotipo
potencialmente agresivo y metastasico (Rajendran, J. G.,2004). La combinacion de fases de
reoxigenacion crea un mecanismo conocido como “Hipoxia ciclica” que contribuye al desarrollo
y la alternancia de metabolismos en las células tumorales (Michiels, C., 2016 & Tonissi, F., 2016).
Debido a que la alternancia no se expresa de manera uniforme en la poblacion, se crea una
heterogeneidad metabolica donde algunas células dentro de un mismo tumor pueden ser
predominantemente glucoliticas, mientras que otras, preferir un metabolismo principalmente
OXPHOS (Rajendran, J. G., 2004).

Como vemos en las figuras 4, 5y 6, las celulas si captan glucosa pero no en la proporcion esperada
con respecto al control. Por lo tanto, se sugiere que aparte del metabolismo glucolitico, las células
emplean otro metabolismo o rutas metabdlicas alternas que no requieren glucosa como sustrato
pero que contribuyen a la produccion general de energia como por ejemplo, el metabolismo de la
glutamina como fuente principal de citrato (Lizcano M., 2019).

Las diferencias en el consumo del sustrato de glucosa nos permitio establecer subpoblaciones de
captacion en las lineas EA.hy926, MCF-7 y HT29 como se observa en las figuras 7, 8,y 9

respectivamente. Teniendo en cuenta que no se establecieron similitudes entre las diferentes
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condiciones de estrés en cada linea, es decir, no hubo un patron especifico en los porcentajes de
captacion, se plantea que cada linea presenta una adaptacion metabolica diferente para el consumo
de este sustrato. Claramente, esta adaptacion puede alternar varios tipos de metabolismos, sin
embargo, la manera en que se alternan depende de las caracteristicas histolégicas del tumor y del
microambiente tumoral al que estén expuestos. En este caso, contar con una heterogeneidad
metabdlica permite que las células tumorales mantengan procesos bioldgicos importantes como

el estado redox, la sefializacion celular y la biosintesis entre otros (Cluntun, A. A., 2017).

Ademas, en un microambiente tumoral también pueden existir relaciones de sinergismo o
acoplamiento metabdlico entre células normales, generalmente asociadas al estroma y células
tumorales. En esta relacion aparentemente simbiotica, las células asociadas al tumor suministran
nutrientes y fuentes de energia como lactato, glutamina y cuerpos cetonicos necesarios para el
metabolismo y la supervivencia tumoral (Costa O., 2015). Esta asociacion denominada “Efecto
de Warburg inverso” (Pavlides, S., 200), generalmente se asocia con una mayor agresividad

tumoral y en ensayos acoplados con células del estroma podrian disminuir la sefial de glucosa.

En tumores sélidos como MCF-7 y HT-29 esta reprogramacién metabdlica suele estar regulada
por procesos moleculares conservadores mediante los factores inducibles de hipoxia (HIFs) y
autofagia entre otros. En condiciones hipoxicas, los HIFs inducen la transcripcion de maltiples
genes que le confiere a las células tumorales funciones adaptativas (Xie, H., 2017). Por ejemplo,
en el metabolismo glicolitico los HIFs, especificamente la subunidad alfa (HIF1a), promueve la
expresion de genes en casi todos los pasos de la ruta para moléculas como las hexoquinasas (HK1
y HK2) y los transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT3 entre otros. Esto con el fin de
garantizar una adecuada y rapida produccion de energia. Asi mismo, en el metabolismo
glutdmindlico, que utiliza glutamina como fuente de nitrégeno para reacciones biosintéticas y
como fuente de carbono en el ciclo del acido tricarboxilico (TCA), la activacion constitutiva de
los HIFs suele modificar la actividad de las vias metabdlicas reductoras para apoyar la
proliferacion y viabilidad tumoral (Xie, H., 2017 & Martinez-Outschoorn, U. E., 2017).

Al agregar el efecto de las radiaciones ionizantes, también se observd una disminucion
significativa en la captacion de glucosa en el estado de hipoxia y reoxigenacion con una diferencia
entre medias mas acentuada con respecto al control. Este resultado solamente se evidencié en las

celulas tumorales de MCF-7 y las endoteliales EA.hy926 (Ver figura 4 y 6). Por el contrario, en
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la linea HT-29 el patron fue inverso con un aumento significativo en el consumo de glucosa (Ver

figura 5).

De acuerdo con Pires, 1. M., 2012, las células hipoxicas al presentar un fenotipo mas agresivo
fomentan la progresion metastasica y expresan un elevado flujo glicolitico y alta resistencia a las
radiaciones ionizantes. Debido a que el consumo de glucosa disminuyd considerablemente bajo
esta condicion para las células tumorales de seno y endoteliales, se plantea que el periodo de
reoxigenacion nuevamente suprimio los potenciales efectos de las células hipoxicas. Algunos
estudios plantean que durante la exposicion a radiacion las células generan estrés oxidativo por la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que tras interactuar con el agua intracelular
disminuyen la eficiencia en la reparacion del DNA después del periodo de reoxigenacién (Tonissi,
F., 2016).

Aunque esta respuesta es un sello distintivo en muchos tipos de tumores (Sullivan, L.B., 2014)
probablemente la combinacion de la reoxigenacion antes de la irradiacion aumento la
radiosensibilidad de las células tumorales de MCF-7 y EA.hy926 generando inestabilidad
genética y mutaciones dificiles de reparar. Se sugiere que estas alteraciones en algunas células
indujeron apoptosis y senescencia celular disminuyendo el consumo de glucosa global de la
poblacién. Debido a lo anterior, aumentar la oxigenacion en células cancerosas de seno antes de
la radioterapia podria ser una estrategia factible y util para mejorar los resultados. Pero, se debe
tener en cuenta que el resultado final depende de una combinacién de interacciones moleculares

especificas que varian incluso de un organismo a otro.

Por otro lado y como se describid anteriormente, en la linea tumoral HT-29, independientemente
de las concentraciones de oxigeno en el medio, ante la irradiacion (Ver figura 5), las células
aumentaron significativamente el consumo de glucosa. Este resultado se asocia principalmente a
una adaptacion ocasionada por una reprogramacion metabdlica que les permitio a las células
adaptarse a las exigencias del microambiente tumoral y también a una alta modulacion de las vias
de respuesta al dafio del DNA (DDR) a alteraciones provocadas por las radiaciones ionizantes
(Begg, K., 2020). Evidentemente, implementar la reoxigenacion no constituye ningun beneficio
significativo para este tipo de células y por el contrario, el resultado puede atribuirse como un

indicio de radioresistencia ante la presencia de radiaciones ionizantes en esta linea.
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En conclusion, las adaptaciones metabdlicas de las células cancerosas al microambiente tumoral
frecuentemente constituyen un desafio a la hora de implementar y evaluar cualquier diana
terapéutica. A esto se suma, que en tumores solidos la oxigenacion puede variar desde regiones
altamente perfundidas hasta areas gravemente hipoxicas dentro de un mismo tumor, por lo que es

importante extrapolar los resultados en pacientes para evaluar su verdadera efectividad.
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7. ANEXOS
El cddigo empleado para la segmentacion en el presente estudio puede verificarse en el siguiente

link con el output  “Binarilized  saliency = map y  “salient  region:

https://drive.google.com/file/d/11rxdPo2A iFIFTfYYKAkfvga6jrsbv6E/view?usp=sharing
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