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Je suis de ceux qui pensent que la
Science a une grande beauté. Un savant
dans son laboratoire n’est pas seulement
un technicien: c’est aussi un enfant placé
en face des phénomeénes naturels qui

I'impressionnent comme un conte de fées.

Marie Curie.
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Resumen

La captacion de glucosa y su conversion en lactato juegan un papel muy importante en el
metabolismo tumoral independientemente de la concentracién de oxigeno presente en el
tejido (efecto Warburg). Dicha captacion varia de un tipo tumoral a otro y dentro del
mismo tumor, situacion que podria depender de las caracteristicas microambientales
tumorales (fluctuaciones de la concentracion de oxigeno disponible y presencia de otros
tipos celulares no cancerosos, por ejemplo) y de factores estresores asociados a los
tratamientos. En este trabajo se estudi6 el efecto de la variacién en la concentracion de
oxigeno y las radiaciones ionizantes sobre la captacion de glucosa, en cultivos de lineas
celulares tumorales MCF-7 (seno) y HT-29 (colon), cultivadas de forma aislada o en
cocultivo con la linea celular EAhy296 (endotelio). La variacion en la concentracion de
oxigeno se modelé sometiendo a las células a una hipoxia de 24 horas y permitiendo su

posterior reoxigenacion; para la irradiacion, se utilizé un acelerador lineal de uso clinico.

El modelo de estudio elegido permiti6 un acercamiento al estudio de algunas de las
interacciones existentes en el microambiente tumoral in vitro. Vale la pena insistir que las
condiciones de oxigenacion en los tumores esta variando constantemente, y de alli la

importancia de hacer estudios de hipoxia y reoxigenacion.



Vil

Se encontrd que la captacion de glucosa en hipoxia-reoxigenaciéon es diferente para lo
descrito en condiciones de hipoxia permanente y que es modificada al evaluar las células
en cocultivo. Ademas se identificaron subpoblaciones celulares dentro de la misma linea
celular, de alta y baja captacion de glucosa, lo que implicaria una simbiosis metabdlica de
la célula como respuesta adaptativa a las condiciones tumorales. Adicionalmente, se
evaluo la expresion de NRF2 y la translocaciéon nuclear de NRF2 y HIF1a, como vias de
respuesta a hipoxia y estrés celular, posiblemente implicadas en la alteracion del
metabolismo glucolitico. De acuerdo a los resultados obtenidos, la translocacién nuclear
de las proteinas evaluadas explicaria el comportamiento metabdlico de las células
tumorales de seno, pero no de colon, por lo cual deben existir otras vias metabdlicas

implicadas en la regulacion del metabolismo de esta linea celular.

Estos hallazgos son de gran importancia ya que el entendimiento de las diferencias en el
comportamiento de las células tumorales en hipoxia-reoxigenacion en relacién con
hipoxia permitira realizar planeaciones dosimétricas mas dindmicas, que reevallen las
condiciones de oxigenaciéon tumoral constantemente. Asi mismo, la simbiosis metabdlica
puede facilitar el uso de herramientas diagnésticas (por ejemplo otros radiofarmaco
diferentes a la *® FDG) que permitan la identificacion de las sobpoblaciones celulares
presentes en cada tumor. Al ahondar en el estudio de las proteinas evaluadas en este
trabajo y estudiar otras proteinas, se podran identificar blancos terapéuticos para otro tipo

de terapias o realizar tratamientos combinados.

Palabras clave: Hipoxia-reoxigenacién, Efecto Warburg, Radiaciones ionizantes,

Cancer de seno y colon, Cocultivo, HIF1a, NRF2, Simbiosis metabdlica.



Contenido

Pag.

[ CSEST U1 1= 1 VIl
LiSTA 8 FIQUIAS ..ttt Xl
I ESY =0 [T = o] = (TP XVI
I ES = W L= (o T 4 LU =TT XVII
(a1 (g Yo 18 o1 o110 ) o NRTRUUTT TR TR TR 19
V. = T o o A =To ] £ 1o o T TR 23
1.1 DefiNiCION € CANCEN ..o e e e 23

1.2  Epidemiologia del CANCEN.......ccoiiiiiiieecce e 24

1.3 Radioterapia como tratamiento contra €l CANCEr............cccccvvvvvvveeiiiiiiiiiiieeen, 26
1.3.1 Efecto biol6gico de las radiaciones ionizantes ...............cccccceeeeeeeeen. 26

1.3.2 Planeacion de la radioterapia..........cccceeeeeeeeeeee e 29

1.4 MetaboliSMO tUMOTAL ... oo e 30

1.5 MiICroambIENTE TUMOTAL ... oo eaas 33

L8 N R oo 35
1.6.1 IR 2 =Y g W or- 4 (o1 =) TSP 38

A o 1 = I AR 39
1.7.1 HIFLOU €N CANCET .o ettt 43

2. Objetivo de lainVeStigacCion ........ccciiiie i 45

2.1  Pregunta de INVESHIgaCION .........ouviiiiiii i 45



2.2 ODJEUVOS ..o 45
2.2 1 ODJEtiVO OENEIAL......uuiiiiiiiiiiiiiiiiii i 45
2.2.2  ODbJetiVOS €SPECITICOS .....uurriiiieiiiiiiiiiiei e 46

G T 1Y/ 11 oo Fo] o o | - VAP PPUP 47

1 70t R O 1 {1110 I o =] U] = 1 47
3.1.1 LiNEas CElUIAreS......ccooeeeeeeeeee e 47
3.1.2 Mantenimiento y preparacion de los cultivos celulares......................... 48
3.1.3 COCUIIVOS ..t e e e e e e e e e eaaaa e e e e eaeeeenne 49
3.1.4  Induccién de hipoXia-reoXigenaCiON ............ooecuvrririieeeeeiiiiiiiieee e e e 50

3.2 Construccidn de curvas de SUPEIVIVENCIA...........ceiieeeiiiiiiiiiiiiieeeee e 51
3.2.1 (7] o] (=Tol o [ o0 (0] o = -SSP 53

3.3 Irradiacion de CUltiVOS CeIUIAreS..........uuuuuuuruiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieneeeeeeenaeeenenennnennne 54

3.4  Andlisis de la captacion de gluCOSa..........ccovviviiiiiiiieeiieeee e 54
3.4.1  AdquisiCiOn de IMAGENES .........cuvviiiii i 56

3.5 Ensayo de citotoxiCidad pOr MTT .........uuuuuuummimiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnneniieeeeneeeneenaes 58

3.6 ANAlISIS de PrOteINAS .....vvuiii i 59
3.6.1 EXtraccion de ProteiNas ........uceei i e eiiieecce e 59
3.6.2  Cuantificacion de proteinas...........cuuveeiiieeiiiiiiiiiiiieeee e 60
3.6.3  Electroforesis en gel de Poliacrilamida y Sodio Dodecyl sulfato (SDS-
PAGE) 61
3.6.4  Transferencia de proteiNas .........cccuveeiiiiieiiiiiiiiiiiee e 63
3.6.5  Incubacion con Anticuerpos Primarios ...........cccuveevieeeiiiiiiiiiiiiiiee e 64

3.7 INMUNOCIOQUIMICA ....eeviiiiie e e e e e e e e e e e e e e e rr e e e eaeas 66

TS B Y o P 1RS]S =T = o 1S 1o o N 68

4. ReSUItAdOS Y TISCUSION c.cciiiiiiiiiiiiiiie ettt e e a e e e e 71

4.1  Curvas de calibracion de gluCOSa...........ccuvviiiiiiiiiiiieiccee e 71

4.2  Confirmacion de las condiciones de NipoXia ...........cccuvveiiiieeiiiiiiiiiiiiiieee e 71

4.3  Ensayo de citotoxicidad POr MTT ... 74

4.4  Curvas de supervivencia CelUlar..............ouiiiiiiiiei e 76

4.5 Captacion de glucosa en respuesta al estrés celular.............ccoeeeeeeeeeeeeeeee. 78

4.6  Modificacion de la captacion de glucosa en respuesta al estrés celular en

(o= 1] =T =Y o T oo o] {111 o 81

4.7  Poblaciones celulares como respuesta adaptativa a condiciones de estrés ...86
4.8 Interaccion metabdlica de células en cocultivo como respuesta adaptativa al

estrés 92
4.9 Expresién de NRF2 en cultivos de células tumorales y endoteliales en
respuesta a condiciones de estrés Celular ..............oovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 106
4.10 Translocacion nuclear de NRF2 en cultivos individuales y en cocultivos de
células EANY926, MCF7 Y HT29 .....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaiiieaeeneeenneenensnesnsssnnnnnnnnnnnes 109
4.11 Translocacion nuclear de HIF1a en cultivos individuales y en cocultivos de
EANY926, MCF7 Y HT29 ..o 118
5. CoNClUSIONES Y PEISPECTLIVAS ..o 130
LS 700 R o T [od 1] (0] 1= O 130
5.2 PEISPECTIVAS. ... uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiie et nnnes 131

o] TToTo | = LT PP EPR PO PUPPPPRRRPR 133



Lista de figuras

Pag.
Figura 1-1: Efectos biolégicos de las radiaciones ionizantes en tiempo y en espacio....... 9
Figura 1-2: Volimenes tumorales en planeacién de radioterapia.................ccooeoeeevne.e. 12
Figura 1-3: Microambiente tumOral......... ..o 16
Figura 1-4: Dominios de la proteina NRF2..........coiiiii e 18
Figura 1-5: Regulacion de NRF2........o e 19
Figura 1-6: Dominios de las subunidades ay B del HIFL.........coooiiiiiiiiiiiiiieen, 22
Figura 1-7: Regulaciéon de HIFla. Degradacion bajo condiciones de normoxia y
translocacion nuclear en condiciones de hipoXia...........cccoviiiiiii i 24
Figura 3-1: Curva de absorbancia de Albumina sérica bovina.................cooooiiiiiiin, 43
Figura 4-1: Variacion de la fluorescencia segun la captaciéon de glucosa..................... 54
Figura 4-2: Confirmacién de las condiciones de hipoxia.............ccooiiiiiiiiiiiiine. 55

Figura 4-3: Ensayo de citotoxicidad por MTT para células EAhy 926, MCF7 y HT29
sometidas a NipoXia-rEOXIGENACION. ... ...t ettt aaeee 56

Figura 4-4: Ensayo de citotoxicidad por MTT para células sometidas a ensayos con la
SONAA A€ GIUCOSA. ...ttt ettt 57

Figura 4-5: Curvas de supervivencia a la radiaciéon. Normoxia vs hipoxia-reoxigenacion.59

Figura 4-6: Captacién de sonda de glucosa en células EAhy926 sometidas a hipoxia-
reoxigenacion y radiaciones ionizantes. ... ..o 61



Xl

Figura 4-7: Captacion de sonda de glucosa en células MCF7 sometidas a hipoxia-
reoxigenacion y radiaCiones i0NIiZantes. ....... ..ot 61

Figura 4-8: Captacion de sonda de glucosa en células HT29 sometidas a hipoxia-
reoxigenacion y radiaCiones I0NIZANTES. ... ...c.vuiuii i aaes 62

Figura 4-9: Captacioén de sonda de glucosa en células EAhy926 en cocultivo con células
BUMIOTAIES. ... e e 64

Figura 4-10: Captacion de sonda de glucosa en células MCF7 en cocultivo con células
EAhy926 sometidas a hipoxia-reoxigenacion e irradiaCion..............c.coceeviieiiiniiennnnn. 66

Figura 4-11: Captacion de sonda de glucosa en células HT29 en cocultivo con células
EAhy926. A. Comparacion normoxia e hipoxia-reoxigenacion...............cccceevveieeninennn. 67
Figura 4-12: Conteo celular en cultivo de células MCF7............c.ccooiiiiiiiiiiiiine, 68

Figura 4-13: Porcentaje de células que captan glucosa en el cultivo de EAhy926
sometidas a hipoxia-reoxigenacion y radiaciones ionizantes...............cccoeviiiiiiieiinn, 69

Figura 4-14: Porcentaje de células que captan glucosa en el cultivo de MCF7 sometidas a
hipoxia-reoxigenacion y radiaciones ioniZantes. .............coviiiiiiiiiiiiie e 70

Figura 4-15: Porcentaje de células que captan glucosa en el cultivo de HT29 sometidas a
hipoxia-reoxigenacion y radiaciones ionizantes. ............coviiiiiiiiii e 70

Figura 4-16: Diferencias en la captacion de la sonda de glucosa dentro de la misma linea
CeIUIAN. . e 71

Figura 4-17: Subpoblaciones celulares seguin la captacion de glucosa en células
EAhy926 sometidas a hipoxia-reoxigenacion e irradiaCion...............coceviiiinienannn. 72

Figura 4-18: Subpoblaciones celulares segun la captacién de glucosa en células MCF7
sometidas a hipoxia-reoxigenacion e irradiaCion..............coooiiiiiiiiiii e, 73

Figura 4-19: Subpoblaciones celulares segun la captacion de glucosa en células HT29
sometidas a hipoxia-reoxigenacion e irradiaCion..............coooiiiiiiiiiii e, 73

Figura 4-20: Cocultivos de células endoteliales con células tumorales en campo claro y
L L0 T0T =TT o - 75

Figura 4-21: Porcentaje de células EAhy926 que captan glucosa en cocultivo con MCF7

Figura 4-22: Porcentaje de células MCF7 que captan glucosa en cocultivo con células en
normoxia, hipoxia-reoxigenacion € irradiaCion...........c..c.ooviiiiiiiiii e 77

Figura 4-23: Porcentaje de células HT29 que captan glucosa. en cocultivo con células en
normoxia, hipoxia-reoxigenacion € irradiacCion...............cooeiiiii i 78



Figura 4-24: Subpoblaciones celulares segun la captacion de glucosa en células
EAhy926 cocultivadas con células MCF7 y HT29. ... 79

Figura 4-25: Subpoblaciones celulares segun la captacion de glucosa en células
EAhy926 cocultivadas con células MCF7 y HT29. ... 80

Figura 4-26: Subpoblaciones celulares segun la captacion de glucosa en células MCF7
cocultivadas con Células EANYO26. ... 82

Figura 4-27: Subpoblaciones celulares segun la captacién de glucosa en células MCF7
cocultivadas con Células EANYO26. ... 83

Figura 4-28: Subpoblaciones celulares segun la captacion de glucosa en células HT29
cocultivadas con células EANYO26..........c.ooiiiiii e 84

Figura 4-29: Subpoblaciones celulares segun la captacion de glucosa en células HT29
cocultivadas con células EANYO26..........c.ooiiiiii 85

Figura 4-30: Simbiosis metabdlica. Hay células tumorales que hacen glicélisis anaerobia
y expresan MCT4 exportando lactatO............ooveiiiiiiiii e 88

Figura 4-31: Expresién de NRF2 por western blot en cultivos celulares sometidos en
normoxia, hipoxia-reoxigenacion € irradiacCion................ccooiiiiiiiiiiiiiii e, a0

Figura 4-32: Inmunocitoquimica para NRF2 en células EAhy926, MCF7 y HT29
cultivadas en hipoXia-reoXigenacCioN. ... ... ..ouvue i 91

Figura 4-33: Translocacion nuclear de NRF2 en células EAhy926 en normoxia, hipoxia-
reoxigenacion € irradiaCioN. ..........ocoi i 92

Figura 4-34: Translocacion nuclear de NRF2 en células MCF7 en normoxia, hipoxia-
reoxigenacion € irradiaCioN. ..........ociiii i 93

Figura 4-35: Translocacién nuclear de NRF2 en células HT29 en normoxia, hipoxia-
reoxigenacion € irradiaCioN. ..........ooiuii i 94

Figura 4-36: Inmunocitoquimica para NRF2 en cocultivos de EAhy926 con MCF7 y
EANYO26 CON HT 2. ... e 95

Figura 4-37: Translocacion nuclear de NRF2 en células EAhy926 en cocultivo con MCF7

Figura 4-38: Translocacién nuclear de NRF2 en células MCF7 en cocultivo con
B ANY O 26 . . ..o 98

Figura 4-39: Translocacion nuclear de NRF2 en células HT29 en cocultivo con
BARNYO26. . ..o 99



XV

Figura 4-40: Translocacion nuclear de HIFla en células EAhy926, MCF7 y HT29
cultivadas en hipoXia-reoXigenacCioN. ... ... ...uuiiie e 101

Figura 4-41: Translocacion nuclear de HIF1a en células EAhy926 sometidas a normoxia,
hipoxia-reoxigenacion y radiaciones ionizantes. ............ccoviiiiiiiiiiiiieieee 102

Figura 4-42: Translocacion nuclear de HIFla en células MCF7 sometidas a normoxia,
hipoxia-reoxigenacion y radiaciones ionizantes.............coovviiiiiiiiiiiieeeae, 103

Figura 4-43: Translocacién nuclear de HIFla en células HT29 sometidas a normoxia,
hipoxia-reoxigenacion y radiaciones ionizantes...............cccoviiiiiiiiiiii e 104

Figura 4-44: Inmunocitoquimica para HIFla en cocultivos de EAhy926 con MCF7 y
EANYO26 CON HT 20, ... i e 104

Figura 4-45: Translocacion nuclear de HIF1a en células EAhy926 en cocultivo con MCF7
Figura 4-46:Translocacion nuclear de HIFla en células MCF7 en cocultivo con
EANYO26. .. 107

Figura 4-47: Translocacion nuclear de HIF1a en células HT29 en cocultivo con EAhy926
en Normoxia € NiPOXia-rTEOXIGENACION. .. ... . et e 109






XVI

Lista de tablas

Tabla 1-1:
Tabla 1-2:
Tabla 1-3:
Tabla 1-4:

Tabla 1-5:

Tabla 1-6:

Tabla 3-1:

Tabla 3-2:

Incidencia de cancer en Colombia en Hombres.............c.coooviiiiiiinnn.n. Pag7
Incidencia de cancer en Colombia en Mujeres.............coooviiiiiiiiiiiiienenn. 7
Mortalidad por cancer en Colombia en Hombres................ccooiiiiiiinnl . 7
Mortalidad por cancer en Colombia en Mujeres............c.cocoiviiiiiiiiiiiiiinnn.. 7
Clasificacion de sensibilidad a la radiacion, segan tipo tumoral................... 10
Concentracién de oxigeno en l0s tejidos........ccoovveiiiiiiiii i 13
Numero de células a sembrar, segun la dosis de radiacion........................ 34

Reactivos para geles de poliacrilamida y Sodio Dodecyl Sulfato.................. 43



Lista de formulas

Formula 3-1:
Formula 3-2:
Formula 3-3:

Formula 3-4:

Formula 3-5:

Formula 3-6:

Formula 3-7:

Formula 3-8:

Pag.
Conteo de células en hemoctOMEetro. ............ccoviiiiiiiiiiiiie 31
Eficiencia de sembrado.............cciiiiii 34
Fraccion de supervivencia celular..............c.ooiiiiiiiiiiiii e, 35
Fluorescencia total del campo...........ccooiiiiiiii 39
Porcentaje de células fluorescentes por campo...........ccceevviiiiiiiiiinnnnnn, 39
Fluorescencia individual..............coooiiii e 40
Calculo de viabilidad celular. ... 41

Porcentaje de translocacion nuclear de NRF2 y HIFdow.........ocoeeeenneil. 50






Introduccioén

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer es la primera causa de
muerte a nivel mundial. En Paises en via de desarrollo, en los ultimos afios se ha
observado un aumento en la incidencia de esta entidad, en parte debido al
envejecimiento de la poblacion y a la disminucion de la mortalidad por
enfermedades infecciosas (Organizacion Mundial de la Salud 2009). En Colombia,
segun las udltimas estadisticas del Instituto Nacional de Cancerologia, el tumor
mas frecuente en los hombres es el de prostata, seguido por el de estébmago,
pulmén, colon y recto. Los que causan una mayor mortalidad son los tumores de
estdbmago seguidos por tumores de pulmon, préstata, colon y recto. En las
mujeres el mas frecuentemente encontrado es el cancer de seno, seguido por el
de cérvix, estbmago, colon y recto. La mortalidad en mujeres es debida a los
tumores de seno, seguida por, cérvix, pulmén, colon y recto (Ministerio de la

Proteccion Social & Instituto Nacional de Cancerologia 2010).

Dentro de los tratamientos existentes para el manejo del cancer, la radioterapia
es una buena alternativa ya que es una estrategia mas costo-efectiva, ofrece un
manejo no invasivo, afecta directamente la proliferacion celular y es una buena
opcion paliativa. A nivel mundial se ha identificado que aproximadamente el 60%
de los pacientes diagnosticados con cancer, tienen indicacion de radioterapia
(Barton et al. 2006). A pesar de ello, los mecanismos biologicos de la respuesta
celular a la radiacion aun no se conocen en su totalidad. Una parte fundamental
del manejo con radioterapia es la planeacion dosimétrica, es decir, el
establecimiento de la dosis y la ubicacién de radiacion que se le aplicara al

paciente (Korreman et al. 2010). Para ello, se han empleado nuevas estrategias
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como la tomografia por emision de positrones (PET), la cual se basa en el
metabolismo tumoral y utiliza radiofarmacos como la deoxiglucosa marcada con
fltor radioactivo (**FDG), para la obtencién de imagenes. Esta técnica se basa en
conocimientos previos del metabolismo tumoral (Sattler et al. 2010).

En condiciones normales de oxigenacion, una célula metaboliza la glucosa hasta
piruvato, que posteriormente ingresa a la mitocondria y es oxidado hasta CO, y
H,O. Este proceso mitocondrial es dependiente de oxigeno. En condiciones de
poca oxigenacion (o hipoxia), la célula adapta su metabolismo y el piruvato es
preferencialmente convertido a lactato (glucélisis anaerobia), fendbmeno conocido
como efecto Pasteur (Gatenby & Gillies 2004) (Busk et al. 2008). Sin embargo, en
las células tumorales se presenta un fendmeno conocido como efecto Warburg,
en el cual, incluso en condiciones normales de oxigenacion, se produce una
glucolisis anaerobia. Se plantea que este efecto estd dado como una respuesta
adaptativa de la célula a las cambiantes condiciones de oxigenacion, pues
debido a la répida proliferacion celular, la cercania a los vasos sanguineos, la
vasoconstriccion y el hematocrito del paciente, entre otras, el aporte de oxigeno a

los tumores es cambiante, incluso en cuestion de horas (Gatenby & Gillies 2004).

Gracias a esta observacion hecha un siglo atras y a la utilizacién del PET, en la
actualidad se ha logrado identificar que el tumor no se comporta como una masa
homogénea, y que existen zonas con una mayor captacion de glucosa que otras y
gue no necesariamente estas zonas se correlacionan con regiones hipéxicas del
tumor. Ello ha contribuido a un nuevo enfoque en el estudio de los tumores,

evaluando el microambiente tumoral.

El tumor sélido no estd compuesto Unicamente por células tumorales. Alli llegan
células del sistema inmune, hay células endoteliales, las células del tejido mismo
en el que se encuentra la lesion y, ademas, la matriz extracelular juega un papel
fundamental en la migracion tumoral y la metastasis. Las células endoteliales y la

angiogénesis cumplen un papel fundamental para la supervivencia tumoral, ya
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gue no solo garantiza el aporte de oxigeno, sino también la llegada de nutrientes
a ese tejido. Existe una compleja red de sefializacion a nivel del tumor, que
incluye factores relacionados con la respuesta y adaptacion a la hipoxia y al
estrés (M. Allen & Louise Jones 2011).

La proteina NRF2 es un factor de transcripcion que se activa en respuesta al
estrés y esta encargado del mantenimiento del estado redox de la célula (Osburn
& Kensler 2008). Favorece la transcripcion de enzimas, proteinas de balance redox
y transportadores en relacion con la respuesta celular al estrés. Cumple un papel
protector frente al cancer, pero recientemente también ha sido implicada en
favorecer la proliferacion y supervivencia de las células tumorales (Lau et al. 2008)
Las variaciones en la concentracion de oxigeno y el sometimiento a tratamientos
como las radiaciones ionizantes en los tumores, afectan directamente esta via de

sefalizacion (Magesh et al. 2012).

La proteina HIF1la es la subunidad o de un heterodimero, la HIF1. Este es un
factor de transcripcion encargado de la respuesta celular a la hipoxia y muy
relacionado con la glicélisis, ya que favorece la transcripcibn de genes
relacionados con esta ruta metabdlica, asi como de factores angiogénico (Ke &
Costa 2006) (Bertout et al. 2008) (Brahimi-Horn et al. 2007b) (Semenza 2003).

El conocimiento del micorambiente tumoral y las modificaciones del metabolismo
de la célula cancerosa al ser expuesta a las células y sefializacién de dicho
microambiente, son fundamentales para un mejor entendimiento del metabolismo
tumoral que permitirA postular blancos terapéuticos. Ademas, entender las
modificaciones en el tumor al ser expuesto a tratamientos como la radioterapia
permitira realizar modificaciones en la planeacién y tratamiento actuales, con el

fin de optimizar el tratamiento y garantizar una mayor radiosensibilidad tumoral.

Por ello se plante6 un modelo con la linea tumoral de seno MCF7 y de colon

HT29 y una linea endotelial EAhy926, para lograr un acercamiento al
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microambiente tumoral. Se considerd el uso de un modelo endotelial, dada la
importancia que tiene este tejido en la proliferacion y mantenimiento tumoral. Para
la evaluacién de la captacion de glucosa, se eligié una sonda fluorescente de
glucosa (2NBDG) y para el estudio de las proteinas, se hizo Western Blot e
Inmunocitoquimica con el fin de identificar la localizacion subcelular de las

proteinas mencionadas al ser sometidas a las condiciones de estrés.
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1. Marco tedrico

1.1 Definicidon de Cancer

La Organizacion Mundial de la Salud define el cancer como “un término genérico que
designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del
organismo; también se habla de «tumores malignos» 0 «neoplasias malignas». Una
caracteristica del cancer es la multiplicacion rapida de células anormales que se
extienden mas all4d de sus limites habituales y pueden invadir partes adyacentes del
cuerpo o propagarse a otros 6rganos, proceso conocido como metastasis.” Las
metastasis son la principal causa de muerte por cancer (Organizacion Mundial de la
Salud 2009). Sin embargo, mas que tumores 0 masas de células que proliferan
rapidamente, son tejidos de gran complejidad conformados por distintos tipos celulares,

que se encuentran en permanente interaccion (Douglas Hanahan & R. a Weinberg 2011).

El fendbmeno del cancer se ha presentado como un mecanismo adaptativo de las células
a las caracteristicas ambientales y las restricciones a la proliferacion celular que existen
en los tejidos sanos, confiriéndole a dichas células una ventaja selectiva (Gatenby &
Gillies 2004).

Las capacidades funcionales adquiridas de las células tumorales, que les permiten
sobrevivir, proliferar y diseminarse, se han reunido en 8 caracteristicas fundamentales
del cancer (Douglas Hanahan & R. a Weinberg 2011),(Douglas Hanahan & R. A.
Weinberg 2000) La habilidad de mantener una proliferacion permanente, la capacidad de
evadir las vias de sefializacion de supresion del crecimiento, la resistencia a la muerte
celular, la replicacion de células inmortales, la capacidad de inducir angiogénesis, la

capacidad de invasion y metastasis, la capacidad de superar al sistema inmune y la
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reprogramacién del metabolismo energético. Esta Ultima caracteristica, pero no por eso
menos importante, ha sido afiadida recientemente a la descripcion hecha por los autores
a pesar de haber sido descrita hace afos por Otto Warburg (Douglas Hanahan & R. a
Weinberg 2011).

1.2 Epidemiologia del cancer

A nivel mundial, el cancer es la principal causa de muerte con 7,6 millones de muertes
(13%) en el 2008, segun los ultimos datos de la Organizacion Mundial de la Salud
(Organizacion Mundial de la Salud 2009). La incidencia a nivel mundial oscila entre 288 y
356 por cada 100 mil habitantes. Se estima ademas que en el 2008, la mortalidad en
paises de ingresos medio y bajos a causa del cancer fue entre un 72 y 75%
(Organizacion Mundial de la Salud 2009) (Farmer et al. 2010), la mayoria de ellas se
deben a canceres de pulmén, de mama, de colon y recto, de estbmago o de higado. En
el 2030, habran 12 millones de muertes por la entidad, a nivel mundial (Organizacién
Mundial de la Salud 2009).

En los ultimos afios, se ha observado un aumento en la proporcion de cancer en los
paises en via de desarrollo, posiblemente relacionado con el aumento y envejecimiento
de la poblacién, ademéas de la reduccion en la mortalidad a causa de enfermedades

infecciosas (Farmer et al., 2010).

En Colombia, segun los datos mas recientes reportados en los “Indicadores Basicos
2010 Situacion de Salud en Colombia” (Ministerio de la Proteccion Social & Instituto
Nacional de Cancerologia 2010) entre los afios 2006 y 2008 la tasa de mortalidad por
neoplasias malignas fue de 76,5 por cada 100000 habitantes, cifra alentadora en
comparacion con América Latina (94,3 muertes por cada 100000 habitantes) (Ministerio
de la Proteccion Social & Instituto Nacional de Cancerologia 2010). En los hombres, el
cancer mas frecuente es el de préstata, seguido de los tumores de estobmago, pulmén,
colon y recto y linfoma no Hodgking (Tabla 1-1). En el caso de las mujeres, el cancer de
seno ocupa el primer lugar en incidencia, seguido del cancer de cérvix, el de estbmago,

colon y recto y tiroides (Tabla 1-2) (Salud n.d.) (Instituto Nacional de Cancerologia 2010)

De acuerdo con el Instituto Nacional de Cancerologia, la mortalidad masculina por

cancer en nuestro pais en el 2009 fue causada por tumores de estdbmago, seguido del
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tumor de pulmén, préstata y colon (Tabla 1-3). En el caso de las mujeres, la mortalidad
mas alta fue debida a tumor de seno, seguido de cancer del cuello uterino, el tumor de
pulmén y vias respiratorias bajas y cancer de colon, recto y ano (Tabla 1-4) (Instituto

Nacional de Cancerologia 2010).

Tablas 1-1 y 1-2: Frecuencia de cancer en Colombia en Hombres (lzquierda) y Mujeres

(Derecha). Adaptado de www.cancer.gov.co.

TIPODETUMOR % Presentacion TIPO DE TUMOR % Presentacion
(hombres) (mujeres)

Prostata 23,6 Seno 215

Estomago 143 Cérvix 15,3

Pulman 9,8 Estdmago 8,7

Colon y Recto 6,6 Colon y Recto 7,4

Linfoma no 4,7 Tiroides 59
Hodgking

Tablas 1-3 y 1-4: Mortalidad por cancer en Colombia en Hombres (izquierda) y Mujeres

(derecha). Adaptado de www.cancer.gov.co.

~ TIPODETUMOR  Mortalidadpor [l TIPODETUMOR  Mortalidad por
100000 hab 100000 hab
Estomago 13,3 Seno 9,6
Pulmon 11,8 Cérvix 8,0
Prostata 11,2 Pulmoén 6,4
Colon y Recto 5,2 Colon y Recto 4,7
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1.3 Radioterapia como tratamiento contra el cancer

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, los objetivos del tratamiento del
cancer son tres: Cura, Prolongacion de la vida y/o Mejoramiento de la calidad de vida.
Para lograr un adecuado control tumoral, se busca afectar directamente las células
tumorales clonogénicas, para que al final del tratamiento, haya detencién de la
proliferacién celular (Zaider & Hanin 2011). Existen varias opciones terapéuticas, las
cuales estan indicadas segun el tipo de tumor, la localizacion, el estadio al momento del
diagnéstico, el género y la edad, y el costo-beneficio, entre otras. Dentro de los
tratamientos mas usados y de mas facil acceso, se encuentran la cirugia, la
guimioterapia, la terapia hormonal, la terapia molecular, la radioterapia y combinaciones
entre estas. La radioterapia es un tratamiento no invasivo, con una adecuada relaciéon
costo-beneficio, dirigido al tumor, que afecta directamente la proliferacion celular, en el
gue se ha demostrado un mejor control local del tumor y se puede usar como opcién
paliativa (Barton et al. 2006). Esto confiere ciertas ventajas sobre las demas opciones
terapéuticas, sobretodo en paises en via de desarrollo como el nuestro (Barton et al.
2006). Se estima que a nivel mundial, el 60% de los pacientes diagnosticados con cancer
tienen indicacién de radioterapia (Barton et al. 2006). A pesar de ello, el conocimiento de

los efectos bioldgicos de la radiacion sobre las células tumorales es aln insuficiente.

1.3.1 Efecto bioldgico de las radiaciones ionizantes

Las radiaciones ionizantes son particulas con energia suficiente para desplazar un
electrén de una molécula, ionizandola, y fueron descritas por Rontgen en 1895 (Hall
D.Phil, Eric J. Giaccia 2006). Al interactuar con la célula, las radiaciones ionizantes

ejercen dos tipos de efectos: Los efectos directos y los indirectos.

Los efectos directos hacen referencia al resultado de la incidencia directa de la particula
(foton o electrén) sobre el DNA, produciendo una ruptura de una o de las dos hélices de
la molécula. Los efectos indirectos hacen referencia a los efectos producidos en la

molécula de DNA, secundarios a la radidlisis del agua, proceso en el cual se producen
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especies reactivas de oxigeno por la accion de la particula de radiacion en las moléculas
de agua (Vogin, 2011) (Hall D.Phil, Eric J. Giaccia, 2006) (Douki, Ravanat, Pouget,
Testard, & Cadet, 2006). Estos efectos son causantes del 60,8% (Douki et al., 2006) al
66% (Hall D.Phil, Eric J. Giaccia, 2006) de los dafios en la célula. Esta transferencia de
energia en la célula va a producir efectos bioldgicos en tiempo y espacio. La actividad
inicia en cuestion de microsegundos posterior a la radiacién y desencadena una cascada
de reacciones fisicoquimicas, desde un nivel molecular hasta el nivel del organismo
completo. A nivel molecular, en los primeros minutos seguidos a la exposicion a la
radiacion se activan vias metabdlicas que favorecen la detencién del ciclo celular (en
cuestion de horas), posterior a lo cual habra reparacion del dafio, mutacion o muerte

celular, dias después de la exposicion a la irradiacion (Figura 1-1).

Figura 1-1: Efectos biolégicos de las radiaciones ionizantes en tiempo y en espacio.
Adaptado de (Vogin 2011).
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En radioterapia, la respuesta celular o sensibilidad a la radiacién, se evalla teniendo en
cuenta la capacidad proliferativa de la célula al ser expuesta a dichas radiaciones
(Munshi, Hobbs, & Meyn, 2005) (Vogin, 2011). Teniendo en cuenta esta respuesta, se
tienen tejidos radiosensibles, en los cuales hay una mayor afectacion de la respuesta
proliferativa celular cuando se someten a radiaciones ionizantes, y tejidos
radiorresistentes, cuando la respuesta proliferativa no se ve seriamente afectada al
exponerlos a radiacion. Ademas, hay otros factores que participan en dicha sensibilidad:
el tipo celular, el tejido adyacente y la concentracion de oxigeno tisular.

= Tipo celular.

En 1906, Bergonié y Tribondeau evidenciaron que los tumores mas diferenciados y por
consiguiente los menos proliferativos, son menos sensibles a la radiacion que aquellos
menos diferenciados y de proliferacion rapida. Gracias a ello, en 1936, Paterson propuso
una clasificacién de la radiosensibilidad tumoral, segun el tipo de tejido (Tabla 1-5)
(Vogin, 2011).

Tabla 1-5: Clasificacién de sensibilidad a la radiacién, segun tipo tumoral.

SENSIBILIDAD A LA RADIACION TIPO TUMORAL

Radiosensibles Tumores embrionarios y
hematolinfoides
Radiosensibilidad intermedia Ca epidermoides y adenocarcinomas
Radiorresistentes Sarcomas y melanomas

= Tejido Adyacente.

El efecto biolégico como consecuencia de la irradiacion, en células que no han sido
tocadas directa o indirectamente (por hidrélisis del agua) por la radiacion, es conocido
como efecto espectador, testigo o “bystander” y ha cobrado importancia en los ultimos 20
afios (Morgan & Sowa 2007) (Rzeszowska-Wolny et al. 2009) (Q. Wu et al. 2011). En
aquellas células no irradiadas, se han descrito disminucion en la supervivencia
clonogénica, aumento del intercambio entre cromatidas hermanas, formacién de

micronucleos y apoptosis (Rzeszowska-Wolny et al. 2009). Del mismo modo, se han
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encontrado efectos favorables de supervivencia de las células tumorales no expuestas a
la radiacion, por sefiales de células irradiadas con el disefio de diversas estrategias como
el cultivo de células no irradiadas con medio de cultivo de células expuestas a la

radiacion y viceversa (Q. Wu et al. 2011).

= Concentracion de oxigeno.
El aporte de oxigeno a un tejido, depende del balance entre la llegada de oxigeno hasta

ese tejido y el consumo del mismo.

La rapida proliferacion celular, la cercania a los vasos sanguineos, el hematocrito y la
vasoconstriccion del paciente, la angiogénesis mediada por el tumor mismo, contribuyen
con éste fendbmeno (Vaupel & Mayer 2007) (Brahimi-Horn et al. 2007a) (Bertout et al.
2008) (Gatenby & Gillies 2004) (Douglas Hanahan & R. a Weinberg 2011) y se sabe que

la hipoxia favorece la resistencia celular a la radiacién (Arvold et al. 2005).

Sin embargo, el proceso de hipoxia tumoral es un proceso dinamico en el que las células
no permaneceran expuestas a hipoxia a lo largo del desarrollo tumoral. Por el contrario,
estas células estaran expuestas a variaciones en la concentracion de oxigeno, fendmeno
gue se conoce como hipoxia ciclica. En este proceso, la célula tumoral esta expuesta a
condiciones de hipoxia, seguido de exposicidon a concentraciones normales de oxigeno y

en ocasiones, nuevamente son sometidas a condiciones de hipoxia (Dewhirst 2009).

Es importante sefalar que se ha identificado que la exposicion a radiaciones ionizantes,
también general en las células tumorales un fenédmeno de reoxigenacién, modificando las

condiciones de oxigenacién del tejido (B. J. Moeller et al. 2004).

1.3.2 Planeacién de la radioterapia

Para garantizar una adecuada respuesta terapéutica, que logre afectar principalmente a
las células tumorales, aboliendo su capacidad proliferativa y disminuyendo al méaximo el
dafo del tejido sano, se requiere de una adecuada planeacion de la forma como sera
distribuida la radiacion en la regiéon donde se encuentra el tumor. Para ello, se tienen en

cuenta los volimenes tumorales: La totalidad del volumen tumoral (Gross Tumor Volume,
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GTV), el volumen tumoral clinico (CTV), dentro del que se considera la presencia de
células tumorales no visibles con la técnica de planeacion utilizada (TAC, PET, PET-
TAC), el volumen blanco interno (ITV) y el volumen tumoral planeado para ser tratado
(PTV), asi como los drganos a riesgo (OAR) dentro de la planeacion y la irradiacion
(Figura 1-2) (Korreman et al. 2010).

Figura 1-2: Volimenes tumorales en planeacion de radioterapia. Tomado de (Korreman

et al., 2010).
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Gracias al desarrollo de nuevas técnicas de diagnostico y planeacién, como la
Tomografia por Emision de Positrones (PET) y la fusion del PET y la Tomografia Axial
Computarizada (TAC), se ha logrado una mayor definicién del volumen tumoral, al incluir
informacion del metabolismo tumoral en las imagenes obtenidas, como se discutird mas

adelante.

1.4 Metabolismo tumoral
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Hace casi un siglo (1920), el quimico y médico Oto Warburg observd que incluso bajo
condiciones normales de oxigenacion (normoxia), las células tumorales presentaban un

metabolismo anaerobio de la glucosa (glucélisis anaerobia).

En una célula no tumoral, bajo condiciones de normoxia, la glucosa se metaboliza hasta
piruvato, el cual ingresa a la mitocondria y es oxidado hasta CO, y H,O. Por otro lado,
cuando hay bajas concentraciones de oxigeno (hipoxia), la glucosa es metabolizada
hasta lactato, el cual no ingresa a la mitocondria y es exportado fuera de la célula. Este
comportamiento es conocido como efecto Pasteur (Gatenby & Gillies 2004) (Busk et al.
2008).

Tabla 1-6: Concentracién de oxigeno en los tejidos. Adaptado de (Bertout et al., 2008)

Condicién % de Oxigeno

Concentracion de 21%
oxigeno Ambiental
Normoxia en tejidos 2-9%
mamiferos
Hipoxia en tejidos Menor del 2%
mamiferos
Anoxia en tejidos Menor del 0.02%
mamiferos

Se ha evidenciado que la adquisicion de dicho fenotipo se da al inicio del proceso de
carcinogénesis, en el cual hay unas células de rapida proliferacion, que poco a poco se
van distanciando de los vasos sanguineos, haciéndose mas dificil la llegada de sustratos
como el oxigeno y la glucosa. Estos cambios en la disponibilidad de oxigeno,
permanecen a lo largo del desarrollo y la vida tumoral, habiendo sido descritas
alteraciones en cuestion de horas, por vasoconstriccion o cambios en el hematocrito o
alteraciones de varios dias de duracién, debidas a remodelacion vascular (Gatenby &
Gillies 2004). De este modo, las células que mantienen un metabolismo anaerobio,
sobrevivirian a los cambios constantes en la disponibilidad de oxigeno. Se ha postulado
entonces que el fenotipo glucolitico concede una ventaja adaptativa a la célula tumoral,

convirtiéndose en un componente fundamental del fenotipo maligno (Gatenby & Gillies
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2004). Ademas, como se ha mencionado, tendrian una ventaja de supervivencia frente a

las células tumorales que tienen metabolismo aerdébico.

Por otro lado, aunque la cantidad de energia producida aparentemente es menor (a
diferencia del metabolismo aerobio de la glucosa, en el que la oxidacién completa de la
molécula produce 36 ATP, la glucdlisis anaerobia, produce solamente 2 moléculas de
ATP), dentro de los mecanismos adaptativos al metabolismo hipoxico, se favorece la
regulaciéon de los transportadores de glucosa (GLUT-1) (Marin-Hernandez et al. 2011), la
angiogénesis y el desvio de metabolitos intermedios de la glucdlisis a otras vias
metabolicas (Bertout et al. 2008) (Gatenby & Gillies 2004) (Douglas Hanahan & R. a
Weinberg 2011). Otro concepto que soporta la glucélisis anaerobia, como mecanismo
adaptativo de la célula tumoral, esta dado por la proliferaciéon celular, la cual en tejidos
sanos, esta restringida por la disponibilidad de sustrato. Esto no sucede en el tejido
tumoral, ya que la rapida proliferacion es debida a mutaciones en genes que regulan
dicha proliferacion (Gatenby & Gillies 2004).

Como consecuencia de la glucdlisis anaerobia el tejido tumoral presenta un pH bajo, y
alteraciones en el estado redox de la célula. La acidificacion del medio favorece la
invasion y la metastasis secundaria a la activacién de metaloproteinasas y otros factores
que favorecen la degradacion de la matriz extracelular, facilitando la migracion de la

célula tumoral (Rgdningen et al. 2005) (Brahimi-Horn et al. 2007a).

La glicdlisis anaerobia ha cobrado nuevamente importancia en los dltimos afios, en parte
gracias al advenimiento de nuevas técnicas de diagnéstico como el PET, que usa como
marcador un anélogo de la glucosa (**Fluorodeoxiglucosa) permitiendo la visualizacion
de lesiones primarias y metastasicas (Gatenby & Gillies 2004) (Sattler et al. 2010)
(Gregoire & Chiti 2010). Como se menciond anteriormente, la técnica del PET se
fundamenta en el metabolismo tumoral avido por glucosa. Se han utilizado radiofarmacos
como la ®FDG, una glucosa radio marcada con fltor, atil no sélo en la planeacion sino
también en el diagnéstico de las lesiones tumorales. Con la técnica se pretende irradiar
aquellas regiones que muestren una mayor captacién de glucosa, pues se presuponen
zonas hipoxicas y por lo tanto de mayor radiorresistencia (Aristophanous et al.
2012)(Sattler et al. 2010) (Gregoire & Chiti 2010). Sin embargo, este tema ha sido
ampliamente discutido y hay autores que afirman que no por ser zonas de mayor

captacion de glucosa, se tratan de zonas hipéxicas del tejido tumoral (Christian et al.
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2010)(Busk et al. 2008), tema que ha causado gran controversia e interés dentro del

campo de la radioterapia.

La angiogénesis es otro evento fundamental dentro de la tumorogénesis. Por la rapida
proliferacion celular y la estabilizacion de factores de transcripcién gracias al
metabolismo hipdxico tumoral (ver abajo HIF1la), se da un proceso de angiogénesis
dentro del tumor (Douglas Hanahan & R. a Weinberg 2011) (Gatenby & Gillies 2004) (D
Hanahan & Folkman 1996) (Dewhirst et al. 2008). De hecho, se ha descrito que el
proceso angiogénico inicia muy temprano en el proceso de tumorogénesis, incluso desde
la hiperplasia de los tejidos (D Hanahan & Folkman 1996). Este proceso también se ha
asociado a factores inhibitorios de la migracién de células del sistema inmune al tumor en
algunos tipos de cancer (Xu et al. 2008). Se ha evidenciado que los vasos sanguineos
formados durante estos procesos dentro del tumor son diferentes a los que se
encuentran en el tejido sano. Este proceso rapido y la presencia de vasos aberrantes
contribuye con los constantes cambios en las concentraciones de oxigeno presentes en
el tumor y el establecimiento del fenotipo metabdlico descrito, lo cual a su vez regula de
forma positiva el proceso angiogénico.

1.5 Microambiente tumoral

Hanahan y colaboradores afirmaron en el 2011 que “La biologia de un tumor sélo puede
ser entendida estudiando los tipos celulares individuales especializados dentro de éste”
(Douglas Hanahan & R. a Weinberg 2011)

Gracias a los conocimientos descritos del metabolismo tumoral y el efecto Warburg,
herramientas diagnésticas, de planeacién y seguimiento de tratamientos (radioterapia)
como el PET, han permitido evidenciar diferencias en el tejido tumoral. Se han
identificado dentro de los tumores, zonas de mayor y menor captacion del radiofarmaco
(generalmente glucosa) indicando diferente metabolismo dentro del mismo tejido tumoral.
Esto ha contribuido en gran parte al estudio actual de los tumores sélidos y todos los
componentes que hacen parte de este. Es decir, que el cancer ya no es estudiado como

una ceélula tumoral con muchas copias de si misma, sino como diferentes tipos celulares
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gue estan presentes en el mismo tejido y mantienen una estrecha comunicacion y

sefalizacién y que ademas luchan por sobrevivir.

Figura 1-3: Microambiente tumoral. Adaptado de (M. Allen & Louise Jones 2011).
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Se ha encontrado que un tipo celular predominante dentro de los tumores son los
fibroblastos (M. Allen & Louise Jones 2011)(Douglas Hanahan & R. a Weinberg 2011),
los cuales favorecen la proliferacion y migracion de las células tumorales, por la
liberacion de factores de crecimiento y diferentes quimiocinas (M. Allen & Louise Jones
2011).

Por otro lado, células del sistema inmune como macrofagos vy linfocitos B y T, ejercen

funciones de supresién tumoral, como ya se mencioné (M. Allen & Louise Jones 2011).

No menos importantes, se encuentran las células endoteliales, las cuales son diferentes
a las encontradas en tejido sano y se ha visto que favorecen cascadas de sefializacion

gue incrementan la angiogénesis asociada al crecimiento tumoral y son ayudadas en
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este proceso por pericitos con proceso de sefializacion también anormales (Douglas
Hanahan & R. a Weinberg 2011).

El tejido linfatico ha cobrado importancia dentro de este microambiente tumoral, ya que
aungue normalmente colapsa dentro del tumor, éste se ha podido identificar en la
periferia de los tumores invasivos, sugiriendo una via para la invasién (Douglas Hanahan
& R. a Weinberg 2011).

La matriz extracelular juega un papel fundamental en el desarrollo del cancer, ya que no
sélo sirve como soporte para este tejido y ruta para la comunicacion intercelular, sino
gue también va a favorecer la metastasis. Se ha visto que por la presencia de otras
células, como los fibroblastos, se altera el microambiente de la matriz extracelular, siendo
variable la composicidn proteica de ésta, dependiendo del tipo tumoral. Ademas, como ya
se menciond, dados el metabolismo tumoral glucolitico y la acidificacion del medio, se
favorece la produccién de metaloproteinasas que la degradan y facilitan la invasion
tumoral (M. Allen & Louise Jones 2011)(Gatenby & Gillies 2004).

Dado el fenotipo metabdlico en que prevalece la glucdlisis anaerobia , el microambiente
tumoral que favorece un estado de estrés celular y la interaccion y sefializacion de todos
los componentes celulares dentro del tumor, se favorece la expresion de ciertas
proteinas y la degradacién de otras, que en condiciones normales no se presentarian.
Hay factores de transcripcién que bajo estas condiciones se estabilizan y se translocan,
ejerciendo su actividad sobre genes que contribuyen al mantenimiento del fenotipo
tumoral y que son candidatos a tratamientos especificamente dirigidos. Dentro de dichos
factores, existen 2 proteinas de gran interés; HIFla (factor inducible por hipoxia,
subunidad a) activado en condiciones normales por la hipoxia, y NRF2 (Factor 2
relacionado con NF-E2), encargado del mantenimiento del estado redox de la célula y

gue es activado bajo condiciones de estrés, como las radiaciones ionizantes, entre otras.

1.6 NRF2

El gen NFE2L2 6 Factor nuclear semejante al derivado eritroide 2, esta localizado en el

brazo largo del cromosoma 2 (2g31) y codifica para el factor de transcripcion (NRF2) de
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605 aminoacidos y 67827 Da de peso. En condiciones normales, se encuentra en el
citoplasma y es translocado al nacleo bajo condiciones de estrés celular (Weizmann
Institute of Science 2012).

En 1994 se clond y caracterizé por primera vez la proteina NRF2 (Moi et al. 1994). Este
es un factor de trascripcién que contiene un dominio basico de unién al ADN del tipo
cremallera de leucina en su extremo C terminal. Ademas es miembro de la subfamilia de
factores de transcripcion cap ‘n’ collar (CNC) (Magesh et al. 2012) (Lau et al. 2008)
(Osburn & Kensler 2008).Se encuentra de forma constitucional en diferentes érganos y

conserva una alta homologia entre especies (Lau et al. 2008).

Figura 1-4: Dominios de la proteina NRF2. Adaptado de (Uruno & Motohashi, 2011)

Neh2 Neh4 Neh5S Neh6 Nehl Neh3

Esta proteina esta formada por 6 dominios Nehl al Neh6 (Figura 1-4). Dentro del domino
1, se encuentra el dominio de union al DNA de cremallera de leucina. En el Neh2, se
encuentra el sitio de unién al dominio Kelch de la proteina KEAPL, la cual regula de
forma negativa a NRF2 al secuestrarla en el citoplasma y favorecer su degradacion.
Neh3, es requerido para la activacién transcripcional, por el coactivador CHD6.
Finalmente los dominios Neh4 y 5 son dominios de transactivaciéon ricos en residuos
acidicos, a los que se une la proteina de union a CREB (CBP). No se tiene informacion
de la funcién del domino Neh6 (Lau et al. 2008).

Bajo condiciones normales, la proteina NRF2 esta en el citoplasma unida a KEAP1. Esta
Ultima es el sustrato para el complejo Cul3-E3-ubiquitin ligasa, el cual favorece la
ubiquitinacion de la proteina NRF2 y la degradacién en el proteosoma (Lau et al.
2008)(Osburn & Kensler 2008)(Magesh et al. 2012) y tiene una vida media de 9 minutos
(Lau et al. 2008) (figura 1-5).
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Al ser expuesta a condiciones de estrés oxidativo u otros elementos como
guimioterapéuticos, es la proteina KEAPL la que censa el cambio en el estado redox de
la célula y libera a la proteina NRF2. Esta se acumula en el citoplasma y se transloca al
nacleo formando un heterodimero con la proteina MAF (figura 1-6) (Lau et al.
2008)(Magesh et al. 2012)(Osburn & Kensler 2008). Alli, se une a los elementos de
respuesta a estrés en las regiones promotoras de los genes blancos de este factor, con
la secuencia -GTGACNNNGC-. Se ha postulado que el coactivador CBP y el P300, los
cuales se unen a los dominios Neh4 y 5 del NRF2, pueden regular la transcripcion de
algunos genes blanco de NRF2. Se ha demostrado que al ser activada, la vida media de
la proteina se incrementa a unos 51 minutos (Lau et al. 2008). Finalmente, cuando el
estado redox de la célula es recuperado, es la proteina KEAP1 la que se transloca al
nacleo, uniéndose nuevamente a NRF2 para salir al citoplasma, donde es degradada
(figura 1-6) (Lau et al. 2008).

Figura 1-5: Regulacion de NRF2. Adaptado de (Lau et al., 2008).
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Los genes regulados por la proteina NRF2 han sido agrupados en categorias, segun su
actividad en la célula: Proteinas del balance redox intracelular, enzimas detoxificantes de

fase Il, y Transportadores (Lau et al. 2008).

El papel principal de las proteinas de balance redox, es mantener los niveles de Glutation
y tioredoxina, de modo que haya una disminucidén de las especies reactivas de oxigeno
dentro de la célula. Algunos de los genes regulados por este factor de transcripcién son:
el gen que codifica para la glutamato cistein ligasa (GCL), La glutation peroxidasa (GPXx),
tioredoxina (TRX), y la Hem-Oxygenase-1 (HMOX-1) (Lau et al. 2008)(Tsukimoto et al.
2010).

La enzimas detoxificantes de fase Il, como la glutation S-transferasa (GST) y la NAD(P)H
guinona oxidoreductasa-1 (NQO1), ayudan a metabolizar algunas moléculas toxicas, en
formas menos téxicas o a solubilizarlas para hacer mas facil su eliminacién (Lau et al.
2008)(Magesh et al. 2012).

Las proteinas transportadoras reguladas por NRF2, como la proteina asociada a
multirresistencia a drogas MRP, estan encargadas del ingreso o salida de los
xenobi6tcos. En este caso, cobran gran importancia pues facilitan la progresién de

algunos tumores (Lau et al. 2008).

1.6.1 NRF2 en cancer

El metabolismo tumoral avido por la glucosa, asi como las variaciones en la
concentracion de oxigeno y la rapida proliferacién celular, favorecen la produccién de
especies reactivas de oxigeno en el tumor. Esto sin contar con elementos a los que son
expuestos dichos tumores, como la radioterapia, que favorece el incremento de dichas
especies. Todas estas condiciones son un medio favorable para la activacion de

proteinas de respuesta al estrés, como NRF2.

Desde hace méas de 50 afios, se ha descrito el efecto benéfico de algunas moléculas
derivadas de plantas que luego se han confirmado como inductores de NRF2 (Lau et al.
2008)(Magesh et al. 2012), otorgandole un papel protector frente al cancer. Sin embargo,
en los ultimos afos, han surgido datos que le confieren a la proteina un papel

carcinogénico. En algunos tipos tumorales, se ha encontrado sobreexpresion de NRF2
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asociada a proliferacion y crecimiento tumoral. Incluso, se ha encontrado que en algunos
tipos de cancer éste factor de transcripcibn promueve quimiorresistencia vy
radiorresistencia (Magesh et al. 2012)(Lau et al. 2008).

Como se ha mencionado, las radiaciones ionizantes producen especies reactivas de
oxigeno, debido a la radidlisis del agua, generando un estado de estrés celular. Se ha
demostrado como NRF2 es activada por la radiacion gamma incluso a bajas dosis (100
CGy) verificando su translocacién al nucleo y evaluando la expresion de la
hemoxigenasa, la cual, como ya se menciond, es regulada por este factor de
transcripcién (Tsukimoto et al. 2010). Esta activacion se puede estar presentando tanto
en tejido tumoral, como en tejido sano, protegiendo a las células sanas que son

expuestas a las radiaciones ionizantes y también al tejido tumoral.

Se han propuesto moléculas que inactiven NRF2 en células radiorresistentes y se ha
evidenciado que posterior a la exposicion a dichas moléculas estas células tumorales,

recuperan radiosensibilidad (S. Lee et al. 2012).

1.7 HIFla

El factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) es un factor de transcripcién heterodimérico,
responsable de la activacion de genes relacionados con la adaptaciéon celular a la
hipoxia. Esta conformado por 2 subunidades, una alfa (HIF 1), regulada por el oxigeno y
una beta (HIF 1B) constitutiva. Fue descrito por primera vez en 1991 como regulador de
la expresion del gen para la eritropoyetina (EPO) al identificar una secuencia reguladora
en el promotor de dicho gen (Goldberg et al. 1988)(Semenza et al. 1991). Hace parte de
la familia de factores de transcripcion helix-loop-helix y cada subunidad (o y B) tiene un
dominio PAS, que permite la dimerizacion, o union de una subunidad con la otra (Ke &
Costa 2006)(Bertout et al. 2008)(Brahimi-Horn et al. 2007b)(Semenza 2003).

El gen ARNT localizado en el brazo largo del cromosoma 1 en humanos (1g21), codifica
para una proteina de 789 amino&cidos y con un peso de 86636 Da., la subunidad 3 del

HIF1, también conocida ARNT (por su sigla en inglés Aryl Hydrocarbon Nuclear
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Translocator). Esta proteina se localiza en el nucleo, donde no ejerce actividad, hasta

gue es dimerizada con la subunidad o del HIF1(Weizmann Institute of Science 2012).

El gen HIF1A localizado en el brazo largo del cromosoma 14 (14g23.2), codifica para una
proteina de 826 aminoacidos y un peso de 92670 Da (Weizmann Institute of Science
2012). Esta proteina es la subunidad o del HIF1 y es regulada por oxigeno, como ya se
menciond (Weizmann Institute of Science 2012). La proteina tiene dos dominios de
transactivacion hacia su extremo C terminal, denominados N-TAD y C-TAD segun su
cercania a uno u otro extremo de la proteina. Ademas tiene un dominio de degradacion
dependiente de oxigeno (ODDD), fundamental para su degradacion (Ke & Costa
2006)(Brahimi-Horn et al. 2007b)(Bertout et al. 2008) (Figura 1-6).

Posterior a su traduccién y bajo concentraciones normales de oxigeno, la subunidad o es
hidroxilada por dioxigenasas que contienen dominios prolil hidroxilasa (PHD),
dependientes de 2-Oxoglutarato y Fe (ll). Esta hidroxilacion se da en los residuos de
prolina 402 y 564 en el ODDD, lo cual favorece la unién del complejo proteico Von
Hippel-Lindau — UbiquitinE3 ligasa, que marca la proteina para la poliubiquitinacién y
degradacién via proteosoma (Brahimi-Horn et al. 2007b)(Ke & Costa 2006)(Bertout et al.
2008). Se ha determinado que la vida media de esta proteina es muy corta, de unos 5
minutos (Ke & Costa 2006). Como parte de las modificaciones postraduccionales, el
factor inhibidor de HIF1 (FIH) es otra dioxigenasa que hidroxila un residuo de Asparagina
en la posicion 803, en el dominio C-TAD, inhibiendo la interaccion con CBP/p300,
impidiendo asi la transcripcién de genes blanco (Ke & Costa 2006)(Brahimi-Horn et al.
2007D).
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Figura 1-6: Dominios de las subunidades (1 y [ del HIF1. Adaptado de (Ke & Costa,
2006). BHLH: Dominio Helix-loop-helix, PAS: domino PAS, ODDD: Dominio de
degradaciéon dependiente de oxigeno, N-TAD: Dominio de transactivacion N terminal, C-
TAD: Dominio de transactivacion C terminal.

HIF1a | [ bHtH | | Pas | | opbp |N-TAD||  |C-TAD

HIF1B | | bHLH| |  PAs | | TAD |

Al disminuir las concentraciones de oxigeno en los tejidos, las proteinas PHD y la FIH,
son inactivadas y favorecen la dimerizacion de las proteinas HIF en el nacleo y la unién
del complejo CBP/p300, para luego unirse a los elementos respondedores de hipoxia en
las regiones promotoras de los genes regulados por éste (Figura 1-7) (Ke & Costa
2006)(Bertout et al. 2008)(Brahimi-Horn et al. 2007b)(Kizaka-Kondoh et al. 2009). Estos
elementos respondedores de hipoxia, son una secuencia de 6 nucleétidos:
(A/G)CGT(G/C)(G/C)(Kizaka-Kondoh et al. 2009).

Aunque la fosforilacion no determina la activacion de la proteina, se ha demostrado que
si hay un incremento en su actividad, ya que la fosforilacién de la subunidad a por la

MAPK facilita su union a la subunidad p (Ke & Costa 2006).

Se ha evidenciado que la via de sefalizacion PI3K favorece la transcripcion de HIFla,
encontrdndose aumentados los niveles de esta subunidad in vitro (Kizaka-Kondoh et al.
2009). Esto no implica que se facilite la activacion del HIF1, pero si aumenta la

biodisponibilidad de la subunidad o..
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Se conocen aproximadamente 70 genes activados por este factor (Semenza
2003)(Brahimi-Horn et al. 2007b), relacionados con: Metabolismo de la glucosa,
proliferacion celular, regulaciéon de la transcripcion, supervivencia celular, regulacion del
pH, regulacion de la actividad de HIF1, homeostasis del epitelio, resistencia a
medicamentos, metabolismo de los nucle6tidos, metabolismo del hierro, apoptosis,
motilidad celular, estructura del citoesqueleto, adhesién celular, eritropoyesis,
angiogénesis, metabolismo de la matriz extracelular, tono vascular, metabolismo

energético y metabolismo de amino&cidos.

Figura 1-7: Regulacion de HIFla. Degradacién bajo condiciones de normoxia y

translocacion nuclear en condiciones de hipoxia. Tomado de (Brahimi-Horn et al. 2007b)

Degradacion

Nucleo '\ ] E J
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1.7.1 HIFla en cancer

Este factor de transcripcion juega un papel fundamental en el desarrollo, metabolismo y
tratamiento del cancer. Se ha podido establecer que en multiples tumores sélidos hay
una sobreexpresion de HIF1la (Ke & Costa 2006)(J. Kim et al. 2007)(Bertout et al. 2008),
lo cual puede ser explicado por la hipoxia intratumoral y por alteraciones genéticas de las
células tumorales y se ha asociado a pobre pronéstico al ser detectado en estadios
tumorales tempranos (Bertout et al. 2008). En los tumores en que se ha visto una mayor
expresion de HIFla, respecto al tejido sano son: cancer de colon, seno, estomago,

pulmén, ovario, pancreas, préstata, piel y rifién (W. Liu et al. 2012).

Al disminuir las concentraciones de oxigeno, las células modifican el metabolismo
aerobio de la glucosa, en el cual esta molécula es metabolizada hasta piruvato, para
ingresar a la mitocondria y producir energia, a uno anaerobio en el que se degrada la
glucosa hasta lactato, produciendo una menor cantidad de energia, que la que se
produce en condiciones de normoxia. Sin embargo, como ya se ha mencionado, la célula
tumoral incluso en condiciones de normoxia lleva a cabo una glucdlisis anaerobia, lo cual
se ha demostrado como un metabolismo adaptativo de la célula a las variables
concentraciones de oxigeno. Ello implica que la célula tumoral requiere una mayor
cantidad de glucosa, para garantizar el aporte de energia suficiente. Los transportadores
de glucosa GLUT1 y GLUT3 y enzimas de la glucdlisis como la fosfoglicerato cinasa 1
(PGK 1) y la piruvato cinasa M2 (PKM2), la lactato deshidrogenasa (LDH), asi como el
transportador de monocarboxilato 4 (MCT4) encargado de la salida de lactato de la célula
(W. Liu et al. 2012)(J. Kim et al. 2007), son regulados por el HIFla, en respuesta a la

hipoxia facilitando los cambios metabdlicos requeridos para ello.

Debido a la rapida proliferacién celular tumoral y las variables condiciones de oxigeno
dentro de este tejido, la angiogénesis juega un papel importante en el desarrollo tumoral.
En este proceso, HIF1 también esta involucrado. Dentro de los genes regulados por este
factor, se encuentra el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el cual favorece
la creacion de neovascularizacion dentro del tumor. Ademas de esta proteina, la
Angiopoyetina 2 (ANGPT2), el Receptor Similar a Receptor de Calcitonina (CRLR), la

semaforina 4D (SEMAA4D), entre otras, también han sido identificadas como blancos
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activados por HIF1 y estan directamente relacionadas con la angiogénesis (Brahimi-Horn
et al. 2007a)(W. Liu et al. 2012). La generacién de una nueva red vascular, facilita el
aporte de oxigeno al tejido en crecimiento y la llegada de nutrientes como la glucosa, de

alto consumo en este tejido, como ya se menciono.

Como consecuencia de este metabolismo el pH extracelular disminuye, generando un
ambiente acidético que progresivamente lleva a la célula a su muerte. Sin embargo, se
ha observado que las células tumorales mantienen su pH intracelular normal o incluso
mas alcalino respecto al extracelular. Esto se ha relacionado con la actividad de HIF1, ya
gue la anhidrasa carboénica IX y algunas proteinas de membrana y bombas como el
intercambiador de Na+/H+ (NHE-1) que favorecen la regulacion y mantenimiento del pH
intracelular, son reguladas por este factor de transcripcion (Brahimi-Horn et al. 2007a)(J.
Kim et al. 2007).

La metastasis es determinante en la progresion del tumor y el prondstico del mismo. El
factor de transcripcién HIF1 también ha sido implicado en esta caracteristica del tejido
tumoral, pues se ha demostrado que regula de forma negativa proteinas de adhesion
celular como la E-caderina y otras moléculas de adhesion como a5p3, a5B5 e intergrinas
B1 expresadas en la matriz extracelular, lo que resalta la importancia del microambiente
tumoral. Asi mismo, las metaloproteinasas 2 y 9 (MMP2 y MMP9) son reguladas de
forma positiva por HIF1 y la acidificacion del espacio extracelular facilita su activacion (W.
Liu et al. 2012).

Ademas de cumplir un papel fundamental en el desarrollo y sostenimiento tumoral, asi
como en la metastasis, HIF1 también es protagonista en la respuesta tumoral a la
radiacion. Se ha demostrado que esta proteina es activada en la célula tumoral posterior
a la irradiacion confiriéndole radiorresistencia (B. J. Moeller et al. 2004)(Dewhirst et al.
2007)(Dewhirst et al. 2008).



2. Objetivo de lainvestigacion

Se ha planteado que las células tumorales presentan un metabolismo &vido por la
glucosa. Sin embargo, como se ha mencionado, gracias al estudio del microambiente
tumoral y tecnologias como el PET, se ha logrado la identificacién de zonas en el tumor
gue no estan captando la glucosa. Las variaciones en la concentracion de oxigeno
juegan un papel fundamental en el establecimiento de este fenotipo metabdlico y
perduran a lo largo de la vida tumoral. Dentro de mdltiples factores relacionados con la
adaptacion a este fenotipo, la angiogénesis y el tejido endotelial han sido de gran
importancia. Estas observaciones nos llevaron a plantearnos la pregunta de

investigacion.

2.1 Pregunta de Investigacion

¢ Existen diferencias en la captacion de glucosa en células tumorales de mama y colon al
ser cocultivadas con células endoteliales y sometidas a condiciones de hipoxia-

reoxigenacion y radiaciones ionizantes?

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la hipoxia-reoxigenacion, las radiaciones ionizantes y el cocultivo
con células endoteliales sobre la captacion de glucosa en células tumorales de seno y

colon.
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2.2.2 Objetivos especificos

. Determinar las diferencias en la captacion de glucosa en células tumorales de
seno y colon, y en células endoteliales al cultivarlas en condiciones de normoxia 0

hipoxia-reoxigenacion.

. Establecer los cambios en la captacion de glucosa en las células tumorales en
cocultivo con células endoteliales sometidas a condiciones de hipoxia-reoxigenacion

y normoxia.

. Analizar el efecto de la exposicion a radiaciones ionizantes en la captacion de
glucosa de las células en cultivos aislados y en cocultivos en condiciones de

normoxia e hipoxia-reoxigenacion.

. Establecer una relacion entre la expresion de la proteina NRF2 y la posible
variacion en la captacion de glucosa en los cultivos de células tumorales y

endoteliales, en respuesta a hipoxia-reoxigenacion e irradiacion, como estresores.

. Determinar la localizacion subcelular de los factores de transcripcion NRF2 y
HIF1o tanto en los cultivos aislados, como en los cocultivos de las células tumorales y

endoteliales, en respuesta a la hipoxia-reoxigenacion e irradiacion.



3. Metodologia

3.1 Cultivo celular

3.1.1 Lineas celulares

Este trabajo se realiz6 utilizando como modelo cultivos de lineas celulares de cancer de
seno (MCF-7) y colon (HT-29), y cultivos de una linea celular derivada de células
endoteliales de corddén umbilical (EA.hy926). La linea MCF-7 fue aislada por primera vez
en 1970 de un adenocarcinoma de mama, con metastasis pulmonar, de una mujer
caucasica de 69 afios. Esta linea expresa receptores de estrégeno y es, ademas,
positiva para el oncogenWNT7. La linea conserva muchas de las caracteristicas del
epitelio mamario diferenciado, como la capacidad de procesar el estradiol a través del
receptor estrogénico mencionado y expresa proteinas de union al factor de crecimiento

similar a la insulina (IGFBP).

La linea HT-29 es una linea celular epitelial, que fue obtenida en 1964 a partir de
adenocarcinoma colorrectal, de un tumor extirpado de una mujer caucéasica de 44 afios
de edad. Los hallazgos ultraestructurales mencionados en la literatura incluyen
microvellosidades, microfilamenteos, mitocondrias grandes, vacuolas con granulos
oscuros, reticulo endoplasmico rugoso y liso con ribosomas libres, gotas lipidicas,
escasos lisosomas primarios y abundantes lisosomas secundarios. La linea es positiva
para la expresion de los oncogenes C-MYC, K-RAS, H-RAS, N-RAS, MYB, SISy FOS.

La linea EA.hy926 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 un clon resistente
a la tioguanina de A459 (Carcinoma de pulmdén) por exposicion a polietilenglicol. Esta
linea tiene funciones de células endoteliales diferenciadas tales como angiogénesis,

homeostasis/trombosis, presion sanguinea e inflamacién y en las fotomicrografias
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electrénicas se evidencian cuerpos de Weibel-Paladel y organelas especificas de tejido

endotelial en el citoplasma.

3.1.2 Mantenimiento y preparacion de los cultivos celulares

Las lineas celulares tumorales y la linea endotelial se cultivaron en medio de cultivo
DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium), suplementado con Suero Fetal Bovino al
10% (Medio de cultivo completo). Para la preparacion del medio de cultivo, se utilizo
Medio DMEM en polvo (Gibco ®), aminoacidos no esenciales 1X (Gibco ®), Bicarbonato
de sodio (Sigma ®) 3.8 mM, piruvato de sodio 1.21 mM (Sigma ®), y Suero fetal bovino
(SFB) a una concentracion de 10% (v/v) (Eurobio ®), ajustando el pH a 7.2. El medio fue
fitrado con membranas de acetato de celulosa de 0.2 (um). Se comprobo la esterilidad
de todos los medios de cultivo por siembra en agar sangre durante 3 dias y Sabouraud

durante 8 dias.

Las células se cultivaron en frascos de cultivo de 25 cm? y se realizaron cambios de
medio cada 3 dias. Al alcanzar una confluencia del 90%, se retiré el medio de cultivo de
la caja, se realizaron tres lavados un Buffer Fosfato Salino (PBS, 10 mM Fosfato
monosédico, 10 mM Fosfato disddico y 100 mM Cloruro de Sodio a un pH de 7.4) y se
adicion6 una solucion de tripsina al 0.25% (2.8 mM Acido etilendianimotetraacético
(EDTA) y Tripsina en polvo Gibco® 1:250 disuelta en PBS a un pH ajustado a 7.3) para
despegar y disgregar las células de la caja de cultivo. Se incubé por 5 minutos a 37°C vy
se detuvo la actividad de la tripsina con medio de cultivo completo. Se centrifugé la
suspension obtenida de la disgregacién celular por 5 minutos a 1500 RPM, y el

precipitado celular obtenido, fue resuspendido en 5 mL de medio completo.

Se realiz6 un conteo del nimero de células en la suspension utilizando un hemocitémetro
o cdmara de Neubauer. Este instrumento consta de dos placas de vidrio entre las cuales
se deposita un volumen conocido de muestra. Una de las placas posee una cuadricula
de dimensiones predeterminadas que es visible al microscopio. Para el procedimiento de
conteo se agregaron 100 pL del medio de cultivo en el que se encontraban suspendidas
las células en 400 uL del colorante vital azul Tripan al 1%. Las células viables, son
impermeables al colorante Azul Tripan, ya que su membrana se encuentra integra.

Cuando la integridad de la membrana celular es afectada, el colorante ingresa a la célula,



Metodologia 49

tinéndola de azul. De este modo, las células viables seran identificadas al no tener
ninguna coloracion (Edited By Celis 2006). Dicha solucién fue resuspendida y de alli se
tomaron 8 pL que se introdujeron en el hemocitémetro. Se observd al microscopio
invertido y se realiz6 el conteo de las células en 5 campos de la cuadricula. Teniendo en
cuenta la cantidad de células contadas alli y conociendo el volumen de liquido
depositado en la camara, se calculé la concentracion de células por unidad de volumen
de la solucion en la que se encontraban suspendidas las células, de acuerdo a la

siguiente férmula:

Formula 3-1: Conteo de células en hemocitbmetro

_ Conteo celular 1 ,
N = X — —x 10*
5 Factor de dilucion

Segun el experimento a realizar, las células fueron sembradas en frascos de cultivo de
25 6 75 cm?, cajas de cultivo de 6 6 24 pozos, o colocadas en suspension en tubos de

centrifuga de 15 mL.

3.1.3 Cocultivos

Llas células de las lineas MCF-7, HT-29 y EA.hy926 fueron cultivadas en frascos de
cultivo de 25 cm?, hasta alcanzar una confluencia del 90%. Posteriormente, las células
fueron disgregadas con tripsina al 0.25% y contadas de acuerdo al protocolo previamente

descrito.

Se realizaron cocultivos de células tumorales con células endoteliales. Para ello, las
condiciones de cultivo fueron estandarizadas utilizando diferentes razones entre las
células endoteliales y tumorales, a saber: 1:1, 1:2, 1:3, 1:5y 1:7. Ademas, se permiti6 la

adherencia de las células endoteliales antes de colocar las células tumorales, durante 2 y
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24 horas. Se observé que la diluciébn en la que mejor se diferenciaban las células
tumorales de las endoteliales en microscopia éptica y habia suficiente cantidad de unas y
otras para ser contadas, fue de 1:5 para ambas lineas tumorales. En cuanto al tiempo de
adherencia permitido a la célula endotelial, no se encontraron diferencias. Se eligié
entonces la siembra de la célula tumoral a las 2 horas de haber sembrado la célula

endotelial, para optimizar el tiempo de los experimentos.

Finalmente se establecié la siembra en cada pozo de una caja de 24 pozos, de 20000
células endoteliales en medio de cultivo completo. A las 2 horas, fueron sembradas 5000
células tumorales (HT29 6 MCF-7) y se incubaron a 37°C en atmdsfera himeda con 5%
de CO, por 24 horas, para luego someterlas a las condiciones requeridas (hipoxia-

reoxigenacion, normoxia, irradiacion, etc.).

3.1.4 Induccion de hipoxia-reoxigenacion

La induccion de condiciones de hipoxia se realiz6 mediante el uso de una camara de
hipoxia aislada (C-Chamber, BioSpherix®) y un controlador de la concentracion de
oxigeno y diéxido de carbono ProOx C-21 (BioSpherix ®), previamente calibrado con

nitrégeno puro y una mezcla de gases de 90% de oxigeno y 10% de dioxido de carbono.

Las lineas celulares y/o los cocultivos fueron incubados dentro de la camara de hipoxia,
con una confluencia celular del 70 - 80 % para la extraccion de proteinas y la
Inmunocitoquimica. Para los ensayos con sonda de glucosa, se obtuvo una confluencia
celular del 50%. Se coloc6 medio de cultivo fresco, con una composicién de gases de
1%0, y 5%CO,, balanceado con N, y a una temperatura de 37°C, humidificado, por un
lapso de 24 horas. El tiempo de permanencia en la camara se tomé6 desde el momento
en que la cantidad de oxigeno y dioxido de carbono se estabiliz6 en el monitor del
controlador. Las condiciones de hipoxia se mantuvieron mientras las cajas de cultivo
permanecian dentro de la cAmara de hipoxia. Al ser retiradas de alli, los cultivos celulares

fueron expuestos a oxigeno ambiental durante 30 minutos, presentandose reoxigenacion.



Metodologia 51

3.2 Construccion de curvas de supervivencia

Las condiciones de irradiacion fueron establecidas y estandarizadas con la colaboracion
del Grupo de Fisica Medica de la Universidad Nacional. Las células fueron sometidas a
radiaciones ionizantes en un acelerador de particulas de uso clinico (Clinac IX Trilogy)
facilitado por el Centro de Control del Cancer de Bogota. Para garantizar el equilibrio
electrénico y la homogeneidad de dosis en el volumen blanco, se utilizé un simulador
fisico construido en parafina, de densidad electrénica equivalente a la del agua. Los
niveles adecuados de radiacién requeridos para irradiar los cultivos fueron determinados
por tres técnicas de dosimetria diferentes: dosimetria en un arreglo de diodos Map-
Check®, dosimetria en camara de ionizacién y dosimetria en placa radiogréfica (Quintero
2012).

Las células a irradiar fueron sembradas en frascos de cultivo de 75 cm? hasta lograr una
confluencia del 80%. A las 24 horas de la siembra, fueron sometidas a condiciones de
hipoxia-reoxigenacion o normoxia por 24 horas. Posteriormente, se realizd la
disgregacion celular utilizando tripsina segun el protocolo mencionado previamente. El
pellet celular obtenido se resuspendié en un volumen de 5 ml y se llevé a cabo el conteo
celular con hemocitémetro, segun las condiciones descritas previamente. Se colocaron
50000 células en tubos de centrifuga cénicos de 15 ml, con 5 ml de medio DMEM
completo. Cada tubo se rotul6 de acuerdo a la dosis a irradiar y los estresores a los que
fueron sometidas las células. Previo a la irradiacion se resuspendio por inversién el tubo
que contenia las células y se colocd en el simulador fisico. Luego se procedio a la
irradiacion dividiendo la energia a utilizar repartida en 2 dosis entregadas al cubo de
parafina desde dos angulos diametralmente opuestos, garantizando una entrega de dosis
homogénea. Las dosis elegidas para la construccion de las curvas fueron 0 (control), 1,
2,4,6,8Yy 10 Gy. Posterior a ello, se prepararon cajas de cultivo celular de 6 pozos con
2 ml de medio DMEM completo y se marcaron con las dosis, el tipo de células y las

condiciones de irradiacion, por triplicado.

Luego se procedio a la siembra celular. El nimero de células a sembrar vari6é de acuerdo
a la dosis recibida, ya que lo que se pretende con la curvas de supervivencia es evaluar

la capacidad reproductiva de las células. Para ello, se calculé la eficiencia de sembrado,
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la cual hace referencia a la capacidad de de formacion de las colonias de cada linea

celular(Munshi et al. 2005), con la formula mostrada a continuacion:

Formula 3-2: Eficiencia de sembrado

. 2 .
ES =— x 100
M

A partir de la eficiencia de sembrado calculada, se determiné el nimero de células a

sembrar para cada condicion:

Tabla 3-1: Numero de células a sembrar, segun la dosis de radiacion

0 Gy 200 células
1Gy 200 células
2 Gy 400 células
4 Gy 800 células
6 Gy 1200 células
8 Gy 1600 células
10 Gy 2000 células

Se verificd la existencia de células en cada uno de los pozos mediante microscopio
invertido y se llevaron a la incubadora a 5% de CO, a una temperatura 37 °C y atmosfera
humidificada durante 14 dias. Regularmente, se verificd el crecimiento de las colonias y

descart6 contaminacion de los cultivos.

Al finalizar los 14 dias las colonias se tifieron utilizando violeta de metilo. Para ello, se
retird el medio de cultivo de cada pozo y se realizaron 3 lavados con PBS 1X. Se colocé
formaldehido al 8% en cada pozo (2 mL) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se

retird el formaldehido y se realizaron 3 lavados con PBS nuevamente, posterior a lo cual
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se colocé el violeta de metilo (Violeta de metilo 10 mg/ml, Metanol 70 % y H,O 30 mL)
en cada pozo, durante media hora. Se realizaron lavados exhaustivos de cada pozo con

agua destilada, retirando el exceso de colorante.

3.2.1 Conteo de colonias

Partiendo de la definicion de colonia, en la que se toma en cuenta la capacidad
reproductiva de la célula sometida a un estresor (Munshi et al. 2005), previo al conteo se
verificd en el microscopio la presencia de mas de 50 células en cada colonia visible a
simple vista. Posteriormente, las cajas de cultivo previamente tefiidas fueron escaneadas
y se realiz6 el conteo de las colonias con la herramienta Cell Counter, del programa
Image J ®. Después del conteo de colonias se calcul6 la eficiencia de sembrado (ES),
definida como un porcentaje dado por el nimero de colonias compuestas de al menos 50

células (C) en relacién al numero de células sembradas (M) (ver formula 3-2).

Se determind ademas la fraccién de supervivencia (FS) definida como la relacién de la
eficiencia de sembrado para una dosis determinada, en relacién a una dosis 0 Gy control
(férmula 3-3).

Férmula 3-3: Fraccion de supervivencia celular.
FS = ES¢4)/ES(o;

La informacion fue analizada y procesada por un fisico médico, con ayuda de los
programas OpenOce® y Gnuplot®, ajustando los datos al modelo lineal cuadratico y el
modelo lineal cuadratico cubico para ajustar las regiones de altas dosis y construir las

curvas.
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3.3 Irradiacidon de cultivos celulares

Al igual que para las curvas de supervivencia, para todos los procedimientos que
involucraron radiaciones, las células fueron irradiadas en la Clinica del Country, con el
acelerador linear de particulas de uso clinico Clinac I1X Trilogy. En todos los casos, las
células fueron irradiadas con fotones a una dosis de 2 Gy, con 6MeV y una tasa de dosis
de 500 cGy/UM.

Para la extraccion de proteinas, las células fueron irradiadas en las cajas de cultivo de 75
cm?. Las células fueron sembradas para lograr una confluencia del 80% y a las 24 horas,
sometidas a las condiciones de oxigenacion requeridas (normoxia, hipoxia -
reoxigenacion) por 24 horas mas. Posteriormente fueron sometidas a radiaciones

ionizantes y se continud con el protocolo de extraccion de proteinas (ver adelante).

Para los ensayos con sonda de glucosa e irradiacion, las células fueron sembradas en
cajas de cultivo de 24 pozos. Se colocaron 25000 células para lograr una confluencia del
50% y a las 24 horas se sometieron a hipoxia-reoxigenacion o normoxia, segun el
experimento. Finalmente, a las 24 horas, fueron sometidas a radiaciones ionizantes y se

completd el protocolo establecido para la sonda de glucosa (ver abajo).

En el caso de la Inmunocitoquimica, se utilizaron cajas de cultivo de 24 pozos con
portaobjetos sobre los que se sembraron 30000 células, para lograr una confluencia del
50%. Al igual que para los dos procedimientos anteriores, se cultivaron por 24 horas, tras
lo cual se sometieron a las variaciones en la concentracion de oxigeno por 24 horas mas.

Estas células, también fueron irradiadas directamente sobre la caja de cultivo.

En todos los casos los cultivos celulares fueron transportados a -4°C desde y hacia el
sitio de irradiacion. Ademas, la planeacion dosimétrica también fue elaborada por un

fisico médico del departamento de Fisica de la Universidad Nacional de Colombia.

3.4 Andlisis de la captacidon de glucosa

La determinacién de los niveles de captacion de glucosa en lineas celulares tumorales y
en células endoteliales, se realizé analizando la fluorescencia emitida por el fluor6foro de

la sonda 2-N-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-ylamino-2deoxiglucosa (2-NBDG Invitrogen
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®). La 2-NBDG es una forma no metabolizable de la glucosa que consiste en un pequefo
fluorocromo unido a D-glucosa por el carbono 2. Esta sonda tiene un pico de excitacién a
465 nm y un pico de emision a 540 nm. La sonda ingresa a la célula gracias a los
transportadores GLUT y es fosforilada en el carbono 6 por la hexoquinasa Yy retenida

intracelularmente por el mismo mecanismo que la glucosa (O’Neil et al. 2005).

Se realizdé una solucién stock de la sonda de glucosa a una concentracién de 0.05 M
diluyendo el liofilizado en agua destilada desionizada y se alicuoté y almacené en tubos
de microcentrifuga a —20°C, segun las indicaciones del producto y protegida de la luz,

para su posterior uso.

Para determinar la concentracion de la sonda a utilizar, se realizaron mediciones con
diferentes concentraciones de la sonda de glucosa, para elegir aguella concentracién en

gue se obtuviera una adecuada fluorescencia en cada linea celular.

Las células se cultivaron en cajas de 24 pozos a 37°C en una atmésfera hUmeda con 5%
de CO, y oxigeno al 21%. Se sembraron 25000 células por pozo y al alcanzar una
confluencia del 90%, el medio de cultivo fue retirado y las células lavadas tres veces con
0.5 mL de una solucién modificada de sal (MBSS) con una osmolaridad final de 300
mOsm/L (NaCl 140 mM, KCI 5.4 mM, MgCl, 0.5 mM, MgSO,4 0.4 mM, NaHCO; 3.3 mM,
CaCl, 2.0 mM, HEPES 10 mM, pH 7.4). Luego, se incub6 cada pozo con una
concentracion diferente de glucosa: 0, 0.05, 0.15, 0.25 6 0.3 mM de 2-NBDG, por
triplicado para cada concentracién, durante 30 minutos, protegido de la luz. La sonda de
glucosa fue disuelta en la solucién de sal MBSS (la cual no contiene glucosa) logrando la
concentracion requerida para cada pozo. Al cumplir el tiempo de la incubacién, se
realizaron lavados de cada pozo con MBSS, protegiendo la caja de cultivo de la luz,
durante 10 minutos. Finalmente, se retird la solucion de sal de cada pozo y se colocaron

0.5 ml de D-MEM completo, para su visualizacion y fotodocumentacion.

Se realizaron ensayos de captacion de glucosa para las lineas celulares individuales
(EAhy 926, MCF7 y HT29) y para los cocultivos de células endoteliales con células
tumorales. Se utilizaron 3 condiciones de estrés celular; hipoxia — reoxigenacion,
normoxia e irradiacion e hipoxia — reoxigenacion e irradiacion, con normoxia como
control. Para estos ensayos, se sembraron 25000 células por cada pozo, para el caso de

los cultivos individuales y 20000 células endoteliales y 5000 células tumorales en el caso
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de los cocultivos, siguiendo el protocolo descrito para cocultivo (ver seccion 3.1.3.
cocultivos). Se realizaron los ensayos por triplicado y en cada caso, se utilizé un control

con 0 mM de glucosa.

Los cultivos y cocultivos se colocaron en incubacion por 24 horas a 37°C, con O, al 21%
y COal 5%, para lograr una adecuada adherencia celular. A las 24 horas, fueron
sometidas a las condiciones de oxigenacion (normoxia, hipoxia-reoxigenacion), segun el
ensayo a realizar y 24 horas después se irradiaron, en los casos en que correspondia.
Posterior a ello, se retiré el medio de cultivo de cada pozo, se realizaron 3 lavados con
MBSS y se coloc6 la sonda en cada pozo a una concentracion de 0.3 mM en MBSS para
los experimentos y solucion MBSS para los controles, con un volumen final de 0.5 ml en
ambos casos. Se incubaron a 37°C por 30 minutos protegidos de la luz y posterior a ello,
se realizaron lavados con MBSS por 10 minutos. Finalmente, se colocé medio de cultivo
completo (D-MEM) y se llevaron las células para fotodocumentacion.

3.4.1 Adquisicion de imagenes

Las imagenes de la sonda fueron obtenidas con ayuda de un microscopio de
fluorescencia Zeiss AXIO Observer Al (Zeiss) equipado con una lampara de
fluorescencia HBO100 VE y una camara monocromdatica adaptada a este (AXIO
camHRm Carl Zeissmicroimagin 6 GMBH), configurada con el programa AxioVision
Release 4,8,2 (06-2010). Las condiciones para la toma de las fotos fueron
estandarizadas para lograr la toma de cada foto bajo las mismas condiciones de
exposicion. Se tomaron 3 fotos por cada pozo, con un objetivo de 40X. Se eligi6 éste
objetivo con el fin de capturar un mayor nimero de células por foto y disminuir la
exposicion a la luz fluorescente, para reducir el posible blanqueamiento de la sonda.
Estos instrumentos fueron facilitados por el Centro Internacional de Fisica (CIF) de la
Universidad Nacional de Colombia. Las imagenes obtenidas fueron almacenadas para su

posterior andlisis, con ayuda del programa ImageJ ®.

Inicialmente, se realizO un conteo celular en campo claro, con la herramienta Cell
Counter del programa Image J ®. Luego, en fluorescencia, se contaron el nimero de
células presentes y se calcul6 la diferencia entre estas y las observadas en campo claro.

Con la herramienta ROl manager del programa mencionado, se delined cada célula
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presente en el campo y se midié la fluorescencia. Se midi6 la emisién de maximo 30
células por foto, elegidas aleatoriamente. Ademas, se evalué la fluorescencia del fondo
del campo (Background) utilizando la misma herramienta, en 6 puntos diferentes de dicho
campo. Se estimé la fluorescencia total del campo, promediando los valores obtenidos
del calculo de la fluorescencia del total de células y restando a este resultado el promedio

de fluorescencia del background (férmula 3-4).

Formula 3-4: Fluorescencia total del campo

Fluorescenciadelcampo = Prom. Fluorescencia Células—Prom. Background

También se llevd a cabo el céalculo de la diferencia entre el nUmero de células totales,
contadas en el campo claro y el numero de células fluorescentes, obteniendo el

porcentaje de células fluorescentes por campo (férmula 3-5).

Formula 3-5: Porcentaje de células fluorescentes por campo

Células fluorescentes por campo = # células contadas en fluorescencia
# células contadas en campo claro

Al realizar el andlisis de las imagenes, se encontré que habia algunas células con una
mayor fluorescencia que otras y esto variaba de una linea celular a otra. Por esta razon,
se decidio hacer un célculo de la fluorescencia individual de cada célula dentro de la foto.
Se tomo6 cémo 100% de fluorescencia el valor mas alto de la foto y a partir de alli, se
calcul6 el porcentaje individual. Luego, se agruparon las células por rangos de
fluorescencia; 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80% y 80-100% y se calcul6 el porcentaje de
células pertenecientes a cada rango (Férmula 3-6), para agruparlas en poblaciones,

segun la captacién de glucosa de cada una.
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Férmula 3-6: Fluorescencia individual

Porcentaje de fluorescencia individual = Fluorescencia de la célula X 100
Fluorescencia maxima del campo

3.5 Ensayo de citotoxicidad por MTT

En cajas de 96 pozos, se sembraron 25000 células de cada linea celular estudiada
(EA.hy 926, MCF7, HT29) y se incubaron a 37°C con 5% de CO, y O, al 21%. A las 24
horas, se sometieron a hipoxia — reoxigenacién, con normoxia como control, por 24
horas. Completado el tiempo, se procedié a verificar LA viabilidad celular. Para ello, se
dejaron 3 pozos para evaluar el comportamiento en normoxia e hipoxia-reoxigenacion e
irradiacion. En otros 3 pozos, se colocé peroxido de hidrégeno al 30%, como control
positivo y en 3 pozos se realiz6 un ensayo con sonda de glucosa, a una concentracion de
la sonda de 300 uM. Completado el procedimiento de la sonda, se procedié a retirar el
medio de cultivo de cada pozo y el peréxido de hidrogeno de los pozos correspondientes
y se adicioné a cada pozo un volumen de 100 uL de medio DMEM con bromuro de 3-4,5-
dimetitiazol-2-ilo-2,-5 difeniltetrazol (MTT, Sigma ®) a una concentracion de 1 mg/mL y se
incubd por 2 horas a 37°C en normoxia. Al cabo de este tiempo, se retiré el medio de
cultivo de cada pozo y se afiadieron 100 uL de isopropanol 0.05 N HCI. Se cubri6 de la
luz y se incubd por 1 hora en plataforma balanceante por una hora méas. Finalmente, se
llevé para ser leida en un lector de microplacas iMark™Microplate Absorbance Reader de
BioRad (Ref. 168 — 1130) y se calcul6 el porcentaje de viabilidad teniendo en cuenta el

namero de células sometidas a tratamiento y las que no (férmula 3-7).

Foérmula 3-7: Célculo de viabilidad celular
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S Absorbancia células tratadas '
% Viabilidad = - ————— — x 100
] Absorbancia celulas control !

3.6 Andlisis de proteinas

3.6.1 Extraccion de proteinas

Se sembraron las células en cajas de cultivo de 75 cm? y fueron incubadas en una
atmadsfera humeda a 37°C, con una concentracién de oxigeno del 21% y de CO, del 5%
por 24 horas, para permitir su adecuada adherencia. Al cabo de ese tiempo, se
sometieron a las condiciones de oxigenacion requerida (normoxia O hipoxia -
reoxigenacion) y 24 horas mas tarde, se sometieron a condiciones de irradiacién, en los
casos en que correspondiera. Se realizd extraccion de proteinas en 4 condiciones:
normoxia, hipoxia — reoxigenacion, normoxia e irradiacion, hipoxia — reoxigenacion e

irradiacion.

Al finalizar la exposicion a las condiciones estresantes, se procedio a la extraccion de las
proteinas. Para ello, se retir6 el medio de cultivo de las cajas y se realizaron 3 lavados
con PBS 1X, el cual fue retirado en su totalidad. Luego, se coloc6 en cada caja 500 ul de
Buffer de lisis RIPA. Este buffer se prepar6 con: Tris-Cl pH 7.4 50 mM, NaCl 150 mM,
EDTA 5 mM, Triton X-100 (SIGMA ®) 0.5% y agua estéril desionizada. Previo al
momento de ser agregado en la caja de cultivo, por cada 500 uL del buffer, se agregaron
3 inhibidores de proteasas: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF Phenylmethylsulfonyl
fluoride SIGMA ®) 1 mM, NazgVO, 1mM vy un coctel inhibidor de proteasas (Protease
Inhibitor Cokctail for use with mammalian cell and tissue extracts SIGMA-ALDRICH ®)
2,5 uL. Luego, se raspo la caja de cultivo con un escobilléon especifico para esta funcion y
el lisado fue transferido a un tubo de microcentrifuga. Se lisaron las células al
resuspender la solucién varias veces con una jeringa de 1 mL. Posterior a ello, la
solucion se incubd por 15 minutos a 4°C. Luego, se centrifugd por 15 minutos a 14000

revoluciones por minuto y con una temperatura de 4°C. Al finalizar la centrifugacion, se
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tomé el sobrenadante, descartando el precipitado, donde se encuentran los detritus

celulares, y se almacen6 a —80°C para su posterior cuantificacion y uso.

3.6.2 Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas, se utiliz6 un kit de cuantificacion con Acido
Bicinconionico (BCA Protein Assay Reagent (bicinchoninic acid)) de Thermo SCIENTIFIC
®. El fundamento de ésta técnica se basa en la reduccion del Cu* a Cu® por las
proteinas en medio alcalino, con la deteccidn colorimétrica del cation cuproso por el acido
bicionconidnico. Para la cuantificacion, se siguieron las instrucciones del producto. Se
prepard un estandar de albumina, con concentraciones de 2000, 1500, 1000, 750, 500,
250, 125 25 y 0 ug/mL. En una caja de 96 pozos, se colocaron 25 uL de cada estandar
de albumina por triplicado, asi como 25 uL de cada muestra a cuantificar, igualmente por
triplicado. Se utiliz6 como control el buffer de lisis. Se adicion6 a cada pozo 200 pL el
agente de trabajo BCA, el cual fue preparado segun indicaciones del fabricante, con una
relacion de 50:1 del reactivo A y el B. Posterior a ello, se cubrio la caja y se coloco por 30
segundos en un agitador. Se colocé en incubacion a 37°C por 1 hora. Al cabo de este
tiempo, se dejé enfriar la muestra por 5 minutos y se realiz6 la medicién de la
absorbancia a 595 nm en un lector de microplacas iMark™Microplate Absorbance
Reader de BioRad (Ref. 168 — 1130).

Para la construccién de la curva de absorbancia, se calculé el promedio de cada
estandar, al cual se le rest6 el valor obtenido en los controles (blanco). En Microsoft
Excel, se realiz6 la una regresion lineal, obteniendo un gréfico de dispersion y lineas de

tendencia.

Figura 3-1: Curva de absorbancia de Albimina sérica bovina.
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Para la obtencion de las concentraciones de las muestras a analizar, se utilizé la formula

de la pendiente y = mx + b, donde y es la absorbancia obtenida de cada muestra, m es

la pendiente la cual se obtiene del grafico, x es la concentracion obtenida, o sea el valor

a despejar y b es el intercepto en y, valor que también es obtenido del grafico.

3.6.3 Electroforesis en gel de Poliacrilamida y Sodio Dodecyl
sulfato (SDS-PAGE)

Para el corrido electroforético, se utilizaron geles de poliacrilamida al 8%, con los
reactivos para cada gel, como se indica a continuacion:
Tabla 3-2: Reactivos para geles de poliacrilamida y Sodio Dodecyl Sulfato.
GEL ddH20 mL | ACRILAMIDA AL BUFFER* SDS10% | Persulfato | TEMED
30% mL mL de amonio BL
10% L
Corrido 4.7 2.7 2.5 0.1 50 5
(Resolving)
Carga 2.35 1.35 1.25 0.05 25 5
(Stacking)
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Se utilizé6 acrilamida-bis 40% MERK ®. Para el buffer de corrido que se utilizd6 Tris
(SIGMA ®) 1.5M, con pH de pH de 8.8 y el de carga Tris (SIGMA ®) 0.5M con pH de 6.8
y SDS (SIGMA ®).

Como buffer de carga, se utilizé el buffer (laemmli) 4X, el cual fue almacenado en

alicuotas de 1 mL a -20°C:

Tris 0.5 M, pH 6.8 375 mM
Glicerol 60%
SDS 6%

Azul Bromofenol 1% 0.5mL
Betamercaptoetanol 2.5%

Se preparé un stock 10X para el buffer de corrido electroforético y fue almacenado a 4°C.
Al momento de realizar la electroforesis, se prepard una solucién de trabajo 1X, en agua

destilada. El stock se prepardé como se muestra a continuacion:

Tris 30.3 gr
Glicina 144,0 gr
SDS 10 gr
ddH,O 1 Litro

Para cada electroforesis, se utiliz6 una camara de electroforesis vertical de BIO-RAD
(Mini-PROTEAN® Tetra Cell BIO-RAD), con los vidrios para los geles y los soportes

correspondientes.

Se sembraron 20 pug de muestra por cada pozo. Para la preparacion de las muestras,
inicialmente se realiz6 el célculo de volumen de muestra a utilizar y el volumen de buffer
de carga correspondiente. En tubos de microcentrifuga, se coloc6 la muestra y el buffer
laemmli y se calentaron a 100°C por 5 minutos. Posterior a ello, se centrifugaron a 14000
revoluciones por minuto por 5 minutos y el sobrenadante fue colocado en el pozo

correspondiente. Se utilizd el patron de peso molecular de Thermo SIENTIFIC Page
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Ruler™ Prestained Protein Ladder. Se utilizaron 5 pL de patron de peso por gel, como
estd indicado en las instrucciones del producto. El corrido electroforético se realizé a 100
V, hasta permitir que el buffer de carga saliera en su totalidad del gel y obtener el peso
requerido, en la altura deseada. Tanto para la electroforesis como para la transferencia
de proteinas se utiliz6 una fuente de poder marca Lightning Volt™ PowerSupply, modelo
OSP-500.Posterior al corrido electroforético, se procedio a la transferencia de proteinas.

3.6.4 Transferencia de proteinas

Se realizé un electroblotting con transferencia himeda, por su velocidad de transferencia
y porque permite una transferencia completa del gel a la membrara (Kurien & Scofield
2006). Para ello, se utiliz6 una camara de transferencia Mini Trans-Blot® Electrophoretic
Transfer Cell (BIO-RAD). Se preparé un Stock 10X de buffer de transferencia para utilizar

a una concentracion final (1X) como se muestra a continuacion:

Tris 15 mM
Glicina 120 mM
Metanol 20%

La solucién de trabajo para preparar a partir de este buffer, se prepard previamente a

cada transferencia.

Para este procedimiento se utilizaron membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF) de
Amersham HybondTM — P GE Healthcare, las cuales se eligieron por su alta capacidad
de unién a proteinas, su resistencia y estabilidad quimica en relacién con las membranas
de nitrocelulosa (Kurien & Scofield 2006). Las membranas fueron cortadas con medidas
de 6 x 8 cms para ajustar al gel de corrido. Para activar las membranas, se colocaron en
metanol, segun indicaciones del producto, posteriormente se sumergieron en agua
destilada y finalmente se colocaron en buffer de transferencia por 2 minutos. Se procedid
a colocar el gel dentro del cassette teniendo en cuenta que la energia corre de posterior

hacia anterior en la camara de transferencia, de modo que el gel deberia estar colocado
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por detras de la membrana para que al ser eluidas las proteinas, quedasen adheridas a
esta. Se realizé el montaje del cassette de transferencia colocando una lamina de fibra
contra el cassette; sobre ésta se colocé un papel de filtro (GB0O03 Whatman®),
previamente humedecido en buffer de trasferencia. Sobre el papel filtro se colocé el gel, y
sobre éste la membrana de PVDF, marcando la ubicacién de la misma con respecto al
gel. Finalmente, Sobre esta membrana se colocd otra hoja de papel de filtro y otra
lamina de fibra. Se cerré el cassette y se coloc6 en la cadmara de transferencia. Dentro de
dicha camara, se inserté una unidad enfriadora, para impedir el sobrecalentamiento del
buffer y por consiguiente el dafio del gel. La transferencia se realiz6 durante 2 horas, a
100 V.

Transcurrido este tiempo, se retird la membrana del cassette y se coloc6 en bloqueo con
leche descremada al 5% en TBS-T (ver adelante), para los anticuerpos policlonales (Anti
NRF2) y en albumina al 3% en TBS-T (ver adelante) para los anticuerpos monoclonales
(Anti B Actina). El bloqueo de las membranas se realiz6 durante toda la noche

(overnight).

3.6.5 Incubacion con Anticuerpos Primarios

Luego del blogueo, se realizaron 2 lavados rapidos con buffer TBS-T. Al igual que para
los demas buffers, se prepar6 una solucion stock 10X, para una concentracion final en la

solucion de trabajo como se muestra:

Tris—HCIpH 7.4 0.5 M
NaCl 1.5M
Monolaurato de Polietilensorbitan 0.5%

(Tween® 20 SIGMA-ALDRICH)

Para NRF2, se utilizé un anticuerpo policlonal de conejo, contra la regién C-terminal de
NRF2 de origen humano de Santa Cruz ® Biotechnology (Nrf2 C-20: sc-722). El

fabricante sugiere una dilucion de trabajo de 1:200 a 1:1000). Se realizaron ensayos de
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estandarizacion con concentraciones de 1:200, 1:300, 1:500, con resultados
satisfactorios para 1:500, por lo que se eligioé esta dilucion. El anticuerpo se preparé en
leche descremada al 2.5% en TBS — T. Para 3 actina, se utilizé un anticuerpo monoclonal
de ratén de SIGMA-ALDRICH ® (Monoclonal Anti-B-Actin Clone AC-74) que reconoce un
epitope localizado en la region N-terminal de la isoforma B de la Actina. La dilucion de
uso fue de 1:1000, como se recomienda por el fabricante, preparada en albimina al 1.5%
en TBS —T.

Se incubaron las membranas con el anticuerpo primario durante una hora, posterior a lo
cual se realizaron 2 lavados rapidos con el buffer de lavado, seguido de un lavado por 15
minutos y 3 lavados mas de 5 minutos cada uno, siguiendo las recomendaciones del
fabricante de las membranas. La incubacién con el anticuerpo secundario se realizé
durante una hora. Se utilizaron anticuerpos acoplados a peroxidasa de rdbano (HRP),
para ser revelados por el método de electroquimoluminiscencia. El anticuerpo anti-conejo
utilizado fue un anticuerpo producido en cabra contra la molécula completa de IgG de
conejo (Anti-Rabbit IgG Whole Molecule Peroxidase conjugate SIGMA ®), y se utilizé a
una dilucion de 1:2500 en TBS —T. El anticuerpo anti-raton utilizado, fue un anticuerpo
producido en cabra y al igual que el anti-conejo, es contra la molécula completa de IgG y
esta conjugado con peroxidasa (Anti-Mouse IgG Whole Molecule Peroxidase Conjugate
SIGMA ®). Se utiliz6 una dilucién de 1:5000 también en TBS —T.

Al finalizar el tiempo de incubacién, se realizaron los lavados del mismo modo que para
el anticuerpo primario. Luego, las membranas se colocaron en TBS — T y se procedio al

revelado.

Para el revelado, se utiliz6 el método de electroquimoluminiscencia, con el reactivo ECL
Plus Western Blotting Detection System de GE Healthcare Amersham ™. En éste
método, se utiliza luminol el cual es oxidado por la HRP, quedando en estado excitado,
emitiendo luz, la cual se visualiza al exponer la membrana a una pelicula de revelado.
Con éste método, se pueden detectar cantidades incluso inferiores a 1 pg de proteina
(Kurien & Scofield 2006). En el cuarto oscuro, se prepard la mezcla del reactivo, segun
las instrucciones del producto, en una proporcion de 1:40 del reactivo A y el B y se

atemperaron. Las membranas fueron secadas con un papel de filtro y sumergidas en el
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reactivo ECL ya preparado, durante 5 minutos. Al cabo de este tiempo, nuevamente se
secaron con papel filtro y fueron colocadas en el cassette de revelado (Hypercassette™
Amersham Biosciences). Alli, sobre la membrana, se colocé la pelicula de revelado para
quimioluminiscencia (Amersham Hyperfilm™ GE Healthcare), teniendo en cuenta la
orientacion respecto a la membrana. Las peliculas fueron expuestas durante 1, 3, 5, 7, 10
y 15 minutos. Posterior a ello, se sumergieron en la solucion de revelado RX-M (RX-M
Revelador manual para RX AJOVECO S.A), hasta que se observaron marcas en la
pelicula. Luego, se lavaron con agua y se colocaron en la solucion fijadora FX-M (FX-M
Fijador manual para RX AJOVECO S.A) durante 30 segundos. Se lavaron y se marcaron

y luego fueron escaneadas para su andlisis.

Se hizo un andlisis densitométrico de las peliculas utilizando el programa Image J ®.

3.7 Inmunocitoquimica

Se utiliz6 este procedimiento para evaluar la translocacién nuclear de proteinas
asociadas al estrés y la hipoxia - reoxigenacion en las condiciones estresantes a las que
se sometieron los cultivos.

Para estos ensayos, las células fueron sembradas en cajas de cultivo de 24 pozos, sobre
cubreobjetos (coverslips Fisher Scientific, Ref. 12-545-82) con superficie adherente para
cultivo celular, previamente expuestas a luz ultravioleta durante una hora. En cada pozo,
se sembraron 30000 células para los cultivos individuales. En el caso de los cocultivos,
se sembraron 25000 células endoteliales y 5000 células tumorales, siguiendo el protocolo
descrito para los demas procedimientos. 24 horas después a ser sembradas, las células
fueron sometidas a las condiciones de normoxia 0 hipoxia-reoxigenacion, segun el
ensayo a realizar y 24 horas después se sometieron a irradiacion, en los casos en que
correspondia. Posterior a ello, se procedio a retirar el medio de cultivo de cada pozo. Se
realiz6 un lavado con PBS 1X frio y se colocé en cada un volumen de 0.5 mL de
formaldehido al 4% en PBS, durante 20 minutos a temperatura ambiente. Posterior a ello,
se realizaron 3 lavados con PBS 1X, de 5 minutos cada uno, en plataforma balanceante.
Luego, se permeabilizaron las células con Tritéon 0,1% (Triton ™ X100 SIGMA®) por 5

minutos a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con PBS 1X por 5 minutos
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cada uno, en plataforma balanceante. Posteriormente, se coloc6 en cada pozo 0.5 mL de
cloruro de amonio (NH4CI) 50 mM fresco, para disminuir la autofluorescencia de los
grupos aldehido del formaldehido, durante 15 minutos, tras lo cual nuevamente se
realizaron 3 lavados con PBS en plataforma balanceante. Se procedié al bloqueo de las
células, con albumina al 1% en PBS, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego
del bloqueo, se realiz6 la incubacion con el anticuerpo primario. Para HIF 1a, se utilizé un
anticuerpo policlonal producido en conejo, de Cell Signaling TECHNOLOGY ®, contra la
region que rodea el residuo de la serina 653. Se utiliz6 una concentracion de 1:50,
preparado en albumina al 1%. Para NRF2 se utiliz6 un anticuerpo policlonal de conejo,
contra la region C-terminal de NRF2 de origen humano de Santa Cruz ® Biotechnology
(Nrf2 C-20: sc-722), a la misma concentracion que para HIF1 a. En una superficie
cubierta con parafilm ®, se coloc6 una gota de 50 uL con el anticuerpo correspondiente,
sobre la cual se colocaron los cubreobjetos de modo que la superficie sobre la que
estaban adheridas las células, quedara en contacto con el anticuerpo. Se dej6 en
incubacién toda la noche a 4°C. Cumplido este tiempo, los cubreobjetos fueron
retornados a los pozos de cultivo y alli, se realizaron 6 lavados con PBS, de 5 minutos
cada uno, en plataforma balanceante. Al finalizar los lavados, se procedio a la incubacion
con el anticuerpo secundario. Se utilizaron anticuerpos de Life technologies™Invitrogen
Alexa Flluor ® producidos en cabra, Anti-conejo. Verde para HIFla (Alexa fluor 488)y
rojo para NRF2 (Alexa fluor 568). Se hicieron diluciones de 1:1000 en albumina al 1%,
protegidos de la luz y se colocé una gota de 50 uL en la superficie cubierta de parafilm,
como ya se describié. Del mismo modo que para el anticuerpo primario, se retiraron los
cubreobjetos de los pozos de la caja de cultivo y se colocaron en incubacién por 2 horas
a temperatura ambiente, protegidos de la luz. Posterior a esto, se colocaron nuevamente
dentro de los pozos los cubreobjetos y se realizaron 6 lavados con PBS de 5 minutos
cada uno. Finalmente, se tifieron los nucleos celulares con Hoechst 33342. Se colocaron
0.5 mL de una solucion 1:10000 del stock de 1.2 mg/ml (2mM) de Hoechst 33342
trihidroclorhidro trihidratado (Life Technologies™ Invitrogen) durante 15 minutos a
temperatura ambiente, cubierto de la luz. Luego se realizaron 6 lavados con PBS y se
procedié al montaje. Para ello, los cubreobjetos fueron retirados de los pozos de cultivo y
secados con papel absorbente. Luego fueron montados en un porta objetos, al cual se le
aplic6 una gota de Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium, un medio de montaje

compatible con los fluorocromos utilizados. Sobre la gota se colocé la laminilla, con la



68

superficie sobre la que estaban las células adheridas en contacto con el medio de
montaje. Se esperd a que secara una hora y se almacendé a 4°C para su posterior
visualizacién y fotodocumentaciéon. Se utilizé un microscopio de fluorescencia Zeiss
AXIO Observer Al (Zeiss) equipado con una lampara de fluorescencia HBO100 VE y una
cadmara monocromatica adaptada a este (AXIOcam HRm Carl Zeiss microimagin 6
GMBH), configurada con el programa Axio Vision Release 4,8,2 (06-2010). Las fotos
fueron tomadas permitiendo la autoconfiguracién de la cdmara, con un tiempo de
exposicion determinado por esta. Se tomaron 3 fotos por cada pozo, con un objetivo de
40X. Las imégenes obtenidas fueron almacenadas para su posterior andlisis, con ayuda
del programa ImageJ ®. Estos instrumentos fueron facilitados por el Centro Internacional
de Fisica (CIF) de la Universidad Nacional de Colombia.

Para el andlisis de las imagenes, con ayuda del programa Image J ® se realiz6 un conteo
celular, contando los nucleos de las células tomadas con el filtro para Hoechst, con la
herramienta Cell counter de este programa. Luego, se procedié a verificar el nimero de
células con mayor fluorescencia en el ndcleo que en el citoplasma y se establecio la

relacion de células con la proteina translocada (formula 3-8).

Férmula 3-8: Porcentaje de translocacion nuclear de NRF2 y HIF1a

% traslocacion de la proteina = # células con fluor. Nucleo
# total de células

3.8 Analisis estadistico

Todos Los ensayos fueron realizados por triplicado. Los datos son entregados como

promedios con desviacion estandar.
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La significancia estadistica de los datos fue determinada usando un analisis de T de
student y los valores de p inferiores a 0.050 fueron considerados significativos. Para ello

se empleo el programa IBM SPSS Statistics 21.






4. Resultados y discusion

4.1 Curvas de calibracion de glucosa

Para confirmar que la fluorescencia medida en las células fuese proporcional a la
captacion de la sonda 2-NBDG, se utilizaron concentraciones de la sonda en aumento
desde 0 hasta 300 micromolar, en intervalos de 50 a 100 micromolar. Con
concentraciones bajas de sonda de glucosa (0 — 150 uM), la fluorescencia de las células
fue menor que con la fluorescencia de las células cultivadas con concentraciones mas
altas de ésta (300 uM), demostrando que la captacion es directamente proporcional a la
cantidad de sonda presente en el medio (Figura 4-1 A, B y C), para cada una de las
lineas celulares estudiadas. Ello confirma que los cambios en la fluorescencia son
debidos a variaciones en el ingreso de la 2-NBDG a la célula, como se ha demostrado
en otros estudios (Hassanein et al. 2011). Se eligié la concentracién de 300 micromolar
para la totalidad de los experimentos a realizar, como también se ha descrito
previamente (O’Neil, Wu, &Mullani, 2005)(Hassanein et al., 2011).

4.2 Confirmacion de las condiciones de hipoxia

Para confirmar que las células estuviesen siendo realmente cultivadas en condiciones de
hipoxia, se evalud la translocacion nuclear del factor de transcripcion HIFla en las
células endoteliales sometidas a esta condicion, comparada con la translocacion del
mismo factor en condiciones de normoxia. Se observo una localizacion preferencialmente
citoplasmatica para HIFla en condiciones de normoxia (Figura 4-2a), encontrandose

gue solo el 3% de las células EAhy926 en normoxia presentaban una translocacion
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Figura 4-1: Variacion de la fluorescencia segun la captacion de glucosa. UAF: Unidades

arbitrarias de fluorescencia. **: p < 0.001. A. Células EAhy926, B. Células MCF7, D.
Células HT29.
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nuclear de esta proteina (Figura 4-2b). En condiciones de hipoxia, la localizacién del
factor HIF1la fue preferencialmente nuclear (Figura 4-2a), con un 80% de células que
presentaron una translocacién de la proteina al nlcleo en estas condiciones (Figura 4-2
b). Esto confirmé que los cultivos celulares estaban siendo sometidos a bajas

concentraciones de oxigeno.

Figura 4-2: Confirmacion de las condiciones de hipoxia. A. Translocacién nuclear de la
proteina por Inmunocitoquimica. B. Translocacion nuclear de HIFlo en normoxia e
hipoxia. **: p = 0.000.
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4.3 Ensayo de citotoxicidad por MTT

Con el fin de determinar el efecto de las bajas concentraciones de oxigeno en la
viabilidad celular, se realiz6 el ensayo de citotoxicidad por MTT de las células sometidas
a hipoxia-reoxigenacién. No se encontraron diferencias significativas al someter las
células a condiciones de hipoxia-reoxigenacion, en comparacién con normoxia (p:0.433
para EAhy926, 0.356 para MCF7 y 0.606 para HT29) como se muestra en la figura 4-3.

Figura 4-3: Ensayo de citotoxicidad por MTT para células EAhy 926, MCF7 y HT29

sometidas a hipoxia-reoxigenacion.
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Asi mismo, se quiso evalud el efecto en la viabilidad celular de las células sometidas al
ensayo de la sonda de glucosa, tanto en condiciones de normoxia, como en condiciones
de hipoxia-reoxigenacion. Para estos ensayos, tampoco se encontraron diferencias

significativas en la viabilidad celular, para ninguna linea (Figura 4-4).



75

Figura 4-4: Ensayo de citotoxicidad por MTT para células sometidas a ensayos con la

sonda de glucosa. A. En normoxia. B. en hipoxia-reoxigenacion.
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4.4 Curvas de supervivencia celular

Para evaluar los efectos de las radiaciones ionizantes en la capacidad proliferativa de las
células sometidas a condiciones de normoxia e hipoxia-reoxigenacién, se realizaron

curvas de supervivencia celular.

Para la linea celular epitelial (EA.hy926) y las dos lineas tumorales (MCF7 y HT29), se
observd que las células sometidas a hipoxia y reoxigenacién presentaron una menor
supervivencia, es decir mayor radiosensibilidad, que aquellas células cultivadas sélo en
normoxia (Figura 4-5 A, B y C). Esto difiere de lo reportado en la literatura para las
condiciones de hipoxia, en las que se ha demostrado una mayor supervivencia de las
células sometidas a estas condiciones debido a los efectos indirectos de la radiacion con
altas concentraciones de oxigeno (Vogin, 2011) (Hall D.Phil, Eric J. Giaccia, 2006)
(Arvold et al., 2005) (Pawlik & Keyomarsi, 2004).

Esta diferencia en la supervivencia entre las células sometidas a hipoxia y las células
sometidas a hipoxia-reoxigenacién podria explicarse porque, posterior a la hipoxia-
reoxigenacion, la concentracion de especies reactivas de oxigeno aumenta (Kim, Choi,
Kim, Woo, & Chung, 2007). Adicionalmente, en algunas lineas celulares se ha
demostrado que la hipoxia — reoxigenacién produce un efecto téxico en la célula no sélo
por el aumento de las especies reactivas de oxigeno, sino también dafios en el DNA,
detencion del ciclo celular por activacion de p53 y apoptosis (Kim et al., 2007). Estos
fendbmenos asociados a las radiaciones ionizantes explicarian como hay una mayor

supervivencia en las células cultivadas en normoxia y sometidas a este estresor.

Por otro lado, se ha descrito un fendbmeno conocido como Hiperradiosensibilidad (HRS),
el cual hace referencia a una falla en la induccién de los puntos de chequeo en G2 de
manera temprana (0-2 horas post irradiaciéon), como a término medio (12 horas post
irradiacion) deteniendo a la célula en esta fase e impidiendo su paso a mitosis,
favoreciendo la radiosensibilidad a dosis bajas (0.5 — 1Gy)(Edin, Olsen, Sandvik,
Malinen, & Pettersen, 2012). Este efecto se potenciaria con los fenémenos de toxicidad
generados por la hipoxia-reoxigenacion explicando lo observado en las curvas de

supervivencia.
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Figura 4-5: Curvas de supervivencia a la radiaciéon. Normoxia vs Hipoxia-reoxigenacion.
A. Células EAhy926. B. Células MCF7. C. Células HT29
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4.5 Captacion de glucosa en respuesta al estrés celular

Para evaluar el efecto de la hipoxia-reoxigenaciéon y las radiaciones ionizantes en el
metabolismo tumoral, se midi6 la captacion de la sonda de glucosa 2-NBDG en las
células endoteliales y tumorales.

Para las células endoteliales (Figura 4-6), se encontré que hay una disminucién no
significativa en la captacion de la sonda de glucosa en condiciones de hipoxia-
reoxigenacion respecto a las condiciones de normoxia. Las células sometidas a
irradiacion, mostraron una disminucién significativa en la captacion de la sonda frente a
las células no sometidas a este estresor, tanto en condiciones de normoxia como de
hipoxia—reoxigenacion (p: 0,036 y P: 0,025 respectivamente). En esta Ultima condicién se
encontré la menor captacion de sonda de glucosa. Este efecto es contrario a lo esperado
para una célula sometida a bajas concentraciones de oxigeno pues, como ya se
menciond, una célula (tumoral o no), en condiciones de baja oxigenacion requiere un
aumento en el consumo de glucosa, para lograr un adecuado aporte de energia. Este
fendmeno es conocido como el efecto Pasteur (Gatenby & Gillies, 2004) (Busk et al.,
2008). Ademas, se ha demostrado que las bajas concentraciones de oxigeno favorecen
la activacion del factor de trascripcion HIF1, el cual regula de forma positiva la expresion
de genes glucoliticos, entre ellos los que codifican para los transportadores de glucosa
GLUT (Nakajima & Van Houten, 2012)(Gatenby & Gillies, 2004).

En el caso de las células tumorales de seno (MCF7), de forma muy llamativa la captacion
de glucosa fue homogénea para todas las condiciones. No se evidenciaron cambios
significativos al ser sometidas a los diferentes estresores (Figura 4-7). Esto también es

diferente a lo esperado para células sometidas a condiciones de hipoxia como se explico.

Para la linea tumoral de colon HT29 (Figura 4-8), al igual que para las otras dos lineas
(endotelial y de seno) no hubo variaciones significativas en la captacion de la sonda de
glucosa al ser sometidas a hipoxia-reoxigenacion, en comparacion con las células

cultivadas en normoxia.
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Figura 4-6: Captacién de sonda de glucosa en células EAhy926 sometidas a hipoxia-

reoxigenacion y radiaciones ionizantes. *: p < 0.050.
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Figura 4-7: Captacion de sonda de glucosa en células MCF7 sometidas a hipoxia-

reoxigenacion y radiaciones ionizantes.

Captacién de glucosa

Variaciones en la captacion de glucosa en células MCF7,

(Fluorescencia UAF)

60 -
55 -
50 -
45 -
40
35
30
25
20 -
15 4
10 4

segun el estresor.

Normoxia

Hipoxia-Reox Normoxia lrr Hipoxia-Reox
Irr

Estresor




80

Sin embargo, a diferencia de lo observado para las lineas anteriormente mencionadas,
bajo condiciones de radiacibn en normoxia y en hipoxia-reoxigenacion, hay un
incremento significativo (p: 0,002 y 0,000 respectivamente) en la captacién de 2NBDG.
Esto sugeriria que para esta linea celular, el sometimiento a las radiaciones ionizantes
activa mecanismos gue modifican el metabolismo tumoral manifestado como incremento
el consumo de glucosa. Estudios han demostrado que las radiaciones ionizantes generan
un fendbmeno de reoxigenacion que favorece la activacion de HIF1, lo cual explicaria el
incremento en la captacion de glucosa para esta linea celular en condiciones de
irradiacion (B. J. Moeller et al. 2004)(Dewhirst et al. 2007)(Dewhirst et al. 2008).

Figura 4-8: Captaciéon de sonda de glucosa en células HT29 sometidas a hipoxia-

reoxigenacion y radiaciones ionizantes. **: p <0.010.
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Se ha demostrado que al someter las células a condiciones de hipoxia ciclica, en la que
son expuestas a varios ciclos de hipoxia y reoxigenacion, la expresion de HIFla es mas
robusta que en comparacion con aquellas sometidas solamente a hipoxia (Dewhirst
2009). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la expresion de HIFla es

menor en las células sometidas a hipoxia-reoxigenacion, que en aquellas cultivadas en
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normoxia (Park et al. 2010). Esta observacién explicaria el no haber encontrado
diferencias significativas en la captacion de 2-NBDG en las tres lineas celulares en

condiciones de hipoxia-reoxigenacion en comparaciéon con normoxia.

4.6 Modificacion de la captacion de glucosa en
respuesta al estrés celular en células en cocultivo

El entendimiento del metabolismo de la célula tumoral es de gran importancia, ya que no
solo permite conocer el funcionamiento de la célula como tal, sino también porque
favorece el disefio de estrategias para control y tratamiento del cancer. En la actualidad
el estudio de los microambientes tumorales ha cobrado gran importancia ya que los
cambios en dicho compartimiento influyen directamente en el desarrollo y la progresion

del cancer.

Por la rapida proliferacion celular y el requerimiento de nutrientes, el tejido endotelial
juega un papel fundamental en el desarrollo y mantenimiento del tumor. El HIF1a, regula
al VEGF favoreciendo la angiogénesis en el tumor (Bertout, Patel, & Simon, 2008)
(Semenza, 2003).

Para lograr un acercamiento al tejido tumoral y teniendo en cuenta la importancia de la
célula endotelial, se realizaron cocultivos de las células endoteliales con las células
tumorales, tanto de seno como de colon y se observaron los cambios en la captacion de

glucosa al someterlas a los mismos estresores.

Para las células endoteliales se observé una disminucion significativa de la sonda de
glucosa captada en condiciones de normoxia (p: 0,002) e hipoxia-reoxigenacion (p:0,013)
cuando las células endoteliales se cultivaron con células tumorales de seno MCF7, en
comparacion con las células en cultivo aislado (Figura 4-9 A). Asi mismo, al sembrarse
en cocultivo con células tumorales HT29, se present6é una disminucion en la captacion de
sonda por las células endoteliales, tanto en normoxia (p: 0,000) como en hipoxia-
reoxigenacion (p: 0,003), en comparacion con el cultivo aislado de la linea endotelial
(Figura 4-9 A).
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Figura 4-9: Captacion de sonda de glucosa en células EAhy926 en cocultivo con
células tumorales. A. Sometidas a hipoxia-reoxigenacion. B. Sometidas a radiaciones
ionizantes. UAF: Unidades arbitrarias de fluorescencia. ¢ ¢: p < 0.050 en normoxia
aislado como control. +: p < 0.050 en hipoxia-reoxigenacion aislada como control. ++: p <

0.010 en hipoxia-reoxigenacion aislada como control.
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Al ser sometidas a radiaciones ionizantes, las células endoteliales en cocultivo con MCF7
y con HT29, no muestran diferencias significativas en la captacién de sonda de glucosa si
se comparan las células en cultivo aislado (Figura 4-9 B). Al hacer una comparacién
interna del cocultivo, tanto con MCF7 como con HT29, en normoxia comparado con
hipoxia-reoxigenacion y sometidas a radiaciones ionizantes, no se observan cambios
significativos en la captacion de 2NBDG. Es llamativo que, como se menciond
anteriormente, las células endoteliales en cultivo aislado, si presentan modificaciones en
la captacién de glucosa al ser irradiadas, fendbmeno que no se observa cuando se

someten a cocultivo con las lineas tumorales.

Se puede observar como al ser cocultivadas con células tumorales, las células
endoteliales modifican su metabolismo, evidenciando una disminucion en la captacion de
glucosa en las células no irradiadas. Esto podria ser generado por sefiales emitidas por
la célula tumoral, induciendo un cambio del metabolismo en la célula endotelial que
permitiria una mayor disponibilidad de glucosa para la célula tumoral, al menos en las

condiciones mencionadas.

Al observar las células tumorales de seno (MCF7) cocultivadas con células endoteliales,
el comportamiento en la captacién de la sonda de glucosa no mostré diferencias
significativas para ninguna de las condiciones en comparacion con las células en cultivo
aislado (Figura 4-10). Haciendo una comparacién interna del cocultivo, al igual que en el
cultivo aislado, la captacién de glucosa en las células MCF7 fue homogénea, a pesar del
sometimiento a los diferentes estresores. Es de resaltar que en el cocultivo de células
endoteliales con esta linea tumoral, las células endoteliales si presentaron una
modificacion en la captacion de glucosa en normoxia y en hipoxia-reoxigenacién, como
se menciond anteriormente. Dicha modificacion no afecta el comportamiento de la célula

tumoral presente en el cocultivo.

En el caso de las células tumorales de colon HT29 cocultivadas con células endoteliales
no se encontraron diferencias significativas en la captacion de 2NBDG en comparacion

con el cultivo aislado.
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Figura 4-10: Captacion de sonda de glucosa en células MCF7 en cocultivo con células
EAhy926 sometidas a hipoxia-reoxigenacién e irradiacion. UAF: Unidades arbitrarias de
fluorescencia.
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A diferencia de lo observado para el cultivo individual, hay una disminucion significativa
(p: 0.041) en la captacion de glucosa de las células sometidas a hipoxia-reoxigenacion en
comparacion con las células en normoxia dentro del cocultivo (Figura 4-11 A). Asi como
se observé para el cultivo aislado, dentro del cocultivo hubo un incremento significativo
de la captacion de la sonda de glucosa de las células sometidas a radiaciones ionizantes,
(Figura 4-11B).

Si bien si hay un incremento de la captacion de la sonda en las células tumorales de
colon sometidas a radiaciones ionizantes, tanto en normoxia, como en hipoxia-
reoxigenacion, este comportamiento no se ve modificado por la presencia de las células
endoteliales en el cultivo. Es decir, que el metabolismo de la célula tumoral, al menos en

este caso, no se afecta por la presencia de células endoteliales.
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Figura 4-11: Captacion de sonda de glucosa en células HT29 en cocultivo con células
EAhy926. A. Comparacién normoxia e hipoxia-reoxigenacion. UAF: Unidades arbitrarias
de fluorescencia. *: p < 0.050 normoxia cocultivo como control. B. Comparacion no
irradiadas e irradiadas. **: p < 0.010 normoxia aislada como control. +: p < 0.050
normoxia cocultivo como control. ¢ e: p < 0.010 hipoxia-reoxigenacién asilado como
control. °°: p < 0.010 hipoxia-reoxigenacién cocultivo como control.
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4.7 Poblaciones celulares como respuesta adaptativa a
condiciones de estrés

Al momento de hacer el analisis de las imagenes para evaluar la captacion de glucosa,
se observé que no todas las células captaban glucosa. Es decir, que el nimero de
células que se contaban en campo claro, era diferente a las visualizadas en fluorescencia
(Figura 4-12). Por ello, se decidid estimar el porcentaje de células que captaban glucosa
en cada campo, por cada linea celular y analizar si existia una variacion en el nimero de
células que captaban la sonda de glucosa, al someterlas a las condiciones de estrés

analizadas.

Figura 4-12: Conteo celular en cultivo de células MCF7. lIzquierda: campo claro.

Derecha: Fluorescencia.
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En las células endoteliales, se encontré que el porcentaje de células que captaban
glucosa no vari6 de forma significativa entre una y otra condicién de estrés, excepto por
las células sometidas a hipoxia-reoxigenacién y radiaciones ionizantes. En este caso se
observé una disminucion significativa en el porcentaje de células que captaban la sonda,
tanto al compararlas con hipoxia-reoxigenacion (p: 0.012), como con normoxia irradiacién
(p: 0.034).

Figura 4-13: Porcentaje de células que captan glucosa en el cultivo de EAhy926
sometidas a hipoxia-reoxigenacion y radiaciones ionizantes. *: p < 0.050 hipoxia-

reoxigenacion como control. ": p < 0.050 normoxia irradiacién como control.
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Por otro lado, en las células tumorales de seno no se encontraron diferencias
significativas en cuanto al porcentaje de células que captaban la sonda en todas las
condiciones (Figura 4-14). Este mismo comportamiento homogéneo se observé en la
captacion de sonda de glucosa en todas las condiciones de estrés a las que fueron

sometidas las células MCF7 (Figura 4-7).

Las células HT29 mostraron un aumento significativo en el porcentaje de células que
captaron la sonda en condiciones de normoxia irradiacion (p: 0.016) e hipoxia irradiacion
(p: 0.012), comportamiento que sigue el patrén observado en cuanto a la captacion de

sonda del cultivo, la cual incrementa en condiciones de irradiacion (Figura 4-15).
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Figura 4-14: Porcentaje de células que captan glucosa en el cultivo de MCF7 sometidas

a hipoxia-reoxigenacion y radiaciones ionizantes.
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Figura 4-15: Porcentaje de células que captan glucosa en el cultivo de HT29 sometidas

a hipoxia-reoxigenacion y radiaciones ionizantes. *: p < 0.050 normoxia como control.
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Estas variaciones en el porcentaje de células que captan y no captan la sonda, se
correlaciona con los hallazgos de la captacion total de sonda en cada cultivo. Sin
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embargo, ademas de observar que habia células que no captaban la sonda de glucosa
en los cultivos, se observd que la captacion de sonda también era diferente entre una y
otra célula de la misma linea celular, como se observa en la Figura 4-16. Por esta razén,

se quiso evaluar la captacion individual de cada célula.

Figura 4-16: Diferencias en la captacién de la sonda de glucosa dentro de la misma

linea celular.

EA.hy926 HT29

Teniendo en cuenta la célula con mayor fluorescencia dentro del campo (100%
fluorescencia), se evalué el porcentaje de captacion individual de sonda y se
establecieron subgrupos o poblaciones celulares, segun la captacion de sonda (ver
metodologia).

Se encontré que en las células endoteliales en condiciones de normoxia, predominan las
células de alta captacion de sonda de glucosa, seguida de la subpoblacion de media
captacion (Figura 4-17). Un comportamiento similar se observé cuando las células fueron
sometidas a hipoxia y reoxigenacion. Sin embargo, al ser sometidas a radiaciones
ionizantes, la subpoblacion de células de alta captacion de la sonda de glucosa
disminuy6 y hubo un incremento en el porcentaje de células de baja captacion de sonda,
tanto en normoxia, como en hipoxia-reoxigenacion. Se observé entonces que no sélo hay
una disminucién del porcentaje total de células que captan 2NBDG; también hay una
menor captacion de sonda por aquellas células que lo hacen, en hipoxia-reoxigenacion e
irradiacion. Estos resultados estan acorde con las observaciones de la captacion total de

la sonda en las células endoteliales al ser sometidas a Hipoxia-reoxigenacion e
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irradiacién, en la que, como ya se menciond, se observd una disminucion significativa
(Figura 4-6).

Figura 4-17: Subpoblaciones celulares segln la captacion de glucosa en células

EAhy926 sometidas a hipoxia-reoxigenacién e irradiacion.
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Para las células MCF7, en las que se observé un comportamiento homogéneo en cuanto
a la captacion de sonda de glucosa y al porcentaje de células que la captan, se encontrd
gue en condiciones de normoxia hubo un mayor porcentaje de células con baja captacion
de sonda de glucosa, seguido por aquellas con una captacién moderada (Figura 4-18). Al
ser sometidas a Hipoxia-reoxigenacion, hubo un aumento del 10% de las células de alta
captacion y se vio un comportamiento similar (incremento en la poblacién de consumo
alto del sonda de glucosa) para las células sometidas a irradiacion e Hipoxia-
reoxigenacion e irradiacion, aunque con predominio de la subpoblacion de baja captacion

en todas las condiciones.

En las células HT29, la subpoblacion predominante en normoxia fue la de baja captacion

de la sonda, seguida por la de alta captacion (Figura 4-19). Al ser sometidas a Hipoxia-
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reoxigenacion hubo una disminucion de las células que tenian baja captacion de la sonda

de glucosa (10%) e incrementé la subpoblacién de moderada captacion.

Figura 4-18: Subpoblaciones celulares segun la captacién de glucosa en células MCF7

sometidas a hipoxia-reoxigenacién e irradiacion.
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Figura 4-19: Subpoblaciones celulares segun la captacion de glucosa en células HT29

sometidas a hipoxia-reoxigenacion e irradiacion.
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Sin embargo, al ser sometidas a radiaciones ionizantes (en normoxia e hipoxia-
reoxigenacion) incrementd la subpoblacion de alta captacién de la sonda, con una
disminucion de las células pertenecientes a la subpoblacion de baja captacién. Estos
hallazgos son consistentes con lo que se observo en el comportamiento de estas células
en irradiacion en las que aumentd la captacion total de la sonda de glucosa y el

porcentaje de células que la captaban (Figura 4-8).

La variacion en el porcentaje de células que captan glucosa, asi como la evidencia de
subpoblaciones celulares con mayor o menor captacion de la sonda, y la forma en que
estas subpoblaciones se modificaron al ser sometidas a Hipoxia-reoxigenacion y/o
radiaciones ionizantes, sugiere una adaptacién metabdlica de cada linea celular a los

cambios en el microambiente tumoral.

4.8 Interaccion metabodlica de células en cocultivo como
respuesta adaptativa al estrés

Asi como se hizo para la captacion de la sonda de glucosa, se quiso identificar si habia
variaciones en el comportamiento de las subpoblaciones celulares identificadas en los
cultivos individuales, al cocultivarlas con células endoteliales. Por tal motivo, se evalu6 el
porcentaje de células que captaban la sonda de glucosa por campo, en el cocultivo,

discriminando cada linea y el comportamiento de las subpoblaciones (Figura 4-20).

A pesar de encontrar una disminucién significativa en la captacion de sonda de glucosa
de células EAhy926 cocultivadas con células tumorales (ambas lineas) en normoxia e
hipoxia-reoxigenacion (Figura 4-6), el porcentaje de células captantes de la sonda no fue
modificado en esta linea celular en los cocultivos (Figura 4-21 A). Tampoco se
observaron cambios en el porcentaje de células que captaban glucosa en normoxia e

hipoxia-reoxigenacion al ser sometidas a radiaciones ionizantes (Figura 4-21 B).
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Figura 4-20: Cocultivos de células endoteliales (marcas azules) con células tumorales
(marcas rosadas) en campo claro (izquierda) y fluorescencia (derecha) A. Cocultivo de
EAhy926 con MCF7. B. Cocultivo de EAhy926 con HT29.

Coc. MCF7

Coc HT29

Las células tumorales de seno en cocultivo mostraron un aumento significativo en el
porcentaje de células que captaban la sonda de glucosa, en condiciones de hipoxia
reoxigenacion, comparadas con la misma condicion en el cultivo aislado (p: 0.047). No se

encontraron otras diferencias significativas para esta linea en cocultivo (Figura 4-22).

En las células HT29 no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de
células que captaban 2NBDG en comparacion con el cultivo aislado. Dentro del mismo
cocultivo, hubo una disminucién en el porcentaje de células que captaban glucosa en
hipoxia-reoxigenacion, en comparaciéon con normoxia (p: 0.014) (Figura 4-23). Esta
observacion tiene correlacién con la captacion de la sonda que para esta condicion,
también presentd una disminucion significativa (Figura 4-10). La comparacion del

porcentaje de células HT29 captantes de la sonda en hipoxia-reoxigenacion con hipoxia
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Figura 4-21: Porcentaje de células EAhy926 que captan glucosa en cocultivo con MCF7
y HT29. A. En normoxia e hipoxia-reoxigenaciéon. B. En normoxia e hipoxia-reoxigenacion
sometidas a irradiadiacion.*: p < 0.050 normoxia aislada como control.
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Figura 4-22: Porcentaje de células MCF7 que captan glucosa en cocultivo con células
en normoxia, hipoxia-reoxigenaciéon e irradiacion.*: p < 0.050 normoxia aislada como
control.

Modificacién del porcentaje de células MCF7 que captan glucosa en cocultivo. Normoxia—
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reoxigenacion irradiacion dentro del cocultivo, mostré un incremento significativo en el
namero de células que captaban la sonda de glucosa (Figura 4-23). Esta condicion
también muestra una variacion significativa en la captacién de sonda de glucosa para

esta linea en cocultivo.

Al igual que para las lineas celulares aisladas, se realizé un andlisis de las poblaciones
celulares y las variaciones observadas en dichas poblaciones, al ser sembradas en

cocultivo.

Para las células endoteliales cocultivadas con células tumorales de seno, se evidencio
una disminucion del 8% en la subpoblacion celular de alta captacion en normoxia en el
cocultivo, respecto al cultivo aislado. Al ser sometidas a hipoxia-reoxigenacién, hubo un
aumento de la poblacién de baja captacion en comparacion con el cultivo aislado (Figura
4-24A).
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Figura 4-23: Porcentaje de células HT29 que captan glucosa. En cocultivo con células
en normoxia, hipoxia-reoxigenaciéon e irradiacion.*: p < 0.050 normoxia aislada como
control. ¢: p < 0.050 hipoxia asilada como control. +: p < 0.050 hormoxia cocultivo como

control. °°: hipoxia-reoxigenacion cocultivo como control.
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Para el cocultivo con células tumorales de colon, se evidenci6 en normoxia un
incremento de un 32% en el numero de células de la subpoblacion de baja captacién, al
comprarlas con el cultivo aislado (Figura 4-24 A).

Asi mismo, se encontré que en hipoxia-reoxigenacion, en comparacion con el cultivo
aislado, hay una disminucion de la subpoblacibn de alta captacion de la sonda,
aumentando la subpoblacién de captacion media, sin cambios en la subpoblacién de baja
captacion (Figura 4-24 A).

Al ser sometidas a radiaciones ionizantes, tanto en normoxia como en hipoxia-
reoxigenacion, la subpoblacion mas grande es la de baja captacién para las células
EAhy926. Cuando se cultivaron con MCF7 en normoxia y se irradiaron, la subpoblacién
de células endoteliales de baja captacion aument6 hasta un 65%. Pero en hipoxia-
reoxigenacion e irradiacién, dicha poblacion disminuyd, al compararlas con el cultivo
aislado (Figura 4-24 B).
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En comparacion con el cultivo aislado, las células endoteliales en cocultivo con HT29 en
normoxia irradiadas, mostraron una redistribucion de las subpoblaciones, dada por una
disminucion de la subpoblacién de baja captacion y repartiéndose en forma similar entre

las tres subpoblaciones. (Figura 4-24 B).

Figura 4-24: Subpoblaciones celulares seglin la captacion de glucosa en células
EAhy926 cocultivadas con células MCF7 y HT29. A. En normoxia e hipoxia-
reoxigenacion. B. En normoxia e hipoxia-reoxigenacion e irradiacion.
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Al comparar las células EAhy926 sometidas a irradiacion, con aquellas que no lo fueron
en el cocultivo con MCF7, se encontrd que en normoxia irradiacion, hay un incremento en
la subpoblacion de baja captacién. En hipoxia reoxigenacion irradiada, en comparacion
con hipoxia-reoxigenacion (sin irradiar), no hubo cambios en la distribucién de las

subpoblaciones dentro del cocultivo (Figura 4-25 A).

Figura 4-25: Subpoblaciones celulares segln la captacion de glucosa en células
EAhy926 cocultivadas con células MCF7 y HT29. A. En normoxia y normoxia irradiacion.
B. En hipoxia e hipoxia-reoxigenacion irradiacion.
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Finalmente, se compararon las células EAhy 926 en cocultivo con células HT29
irradiadas y no irradiadas. En normoxia irradiada, en comparacion con normoxia,
aumentaron las subpoblaciones de alta y media captacién dentro del cocultivo. Para las
células sometidas a hipoxia-reoxigenacion e irradiacién, se evidencié un aumento de un

35% en la subpoblacién de baja captacion de la sonda (Figura 4-25 B).

Las células tumorales de seno en cocultivo, mostraron un incremento en la subpoblacion
de baja captacion en condiciones de normoxia e hipoxia reoxigenacién en comparacion
con el cultivo aislado. Al ser irradiadas en normoxia, no se observaron modificaciones en
la distribucién de la poblacién, mientras que en hipoxia-reoxigenacion irradiadas,
aumento la poblacion celular de alta captacion de glucosa, cuando se compararon con el

cultivo aislado (Figura 4-26).

Al comparar las células MCF7 cocultivadas con linea endotelial en normoxia y en
normoxia irradiadas, la subpoblacion celular de baja captacién disminuy6 en irradiacion
(en un 19%) y la subpoblacién de alta captacién aumentd en un 2% dentro del cocultivo.
En las células tumorales de seno en hipoxia-reoxigenacion en cocultivo, predominaba la
subpaoblacion de baja captacién de la sonda, distribucion que fue modificada al someter el
cultivo a radiaciones ionizantes, observando un incremento en la subpoblacién de

captacion alta de la sonda en un 13% (Figura 4-27).

La observacion de las subpoblaciones celulares de células tumorales de colon HT29 en
cocultivo con células endoteliales, mostraron una disminuciéon de la subpoblacién de
células de baja captacion de glucosa en un 11%, en comparacion con las células HT29
cultivadas de forma aislada en normoxia (figura 4-28). En hipoxia-reoxigenacion, por el
contrario, hubo un aumento de un 12% en la subpoblacién celular de baja captacién de
2NBDG, en comparacion con el cultivo asilado. Al ser sometidas a radiaciones
ionizantes, tanto en normoxia como en hipoxia-reoxigenacion, no se modifico la
distribucion de las subpoblaciones celulares, en comparacion con lo observado en el

cultivo aislado.

También se compararon las subpoblaciones celulares de las células HT29 cocultivadas

con células endoteliales en normoxia y normoxia irradiacion. La subpoblacion celular de
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baja captacion de sonda, disminuyd en un 16%, con un aumento de la subpoblacién de

alta captacion de un 11% dentro del cocultivo (Figura 4-29).

Figura 4-26: Subpoblaciones celulares segun la captacién de glucosa en células MCF7
cocultivadas con células EAhy926. A. En normoxia e hipoxia-reoxigenacion. B. En
normoxia irradiacion e hipoxia-reoxigenacion irradiacion.
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En condiciones de hipoxia reoxigenacién irradiadas, se presentd el mismo
comportamiento, con una disminucion del 31% de la subpoblacién de baja captacién de
glucosa y un incremento del 26% de la subpoblacion de alta captacion en las células
HT29 (Figura 4-29).

Figura 4-27: Subpoblaciones celulares segun la captacién de glucosa en células MCF7
cocultivadas con células EAhy926. A. En normoxia y normoxia irradiacion. B. En hipoxia-
reoxigenacion e hipoxia-reoxigenacion irradiacion.

Subpoblaciones celularesde MCF7 en cocultivo con células EAhy926 en Normoxia y
normoxiairradiacion
120%
100% -
. 24% A
80% -
13%
. 33%
60% - 27% 31% W ALTA
O MEDIA
40% - OBAJA
62%
20% - RSz 44% 43%
0%
Normoxia Normoxia irr ‘ Normoxia Normoxia irr ‘
A
MCF7 Aislada ‘ MCF7 Coc EAhy ‘
Subpoblaciones celularesde MCF7 en cocultivo con células EAhy926 en Hipoxia-
reoxigencion e Hipoxia-reoxigenacion irradiacion
120% -
100% -
30%
80% 1 43%
60% - 27% 20% WALTA
36% E MEDIA
21%
40% OBAJA
50%
46%
20% 1 35% 35%
0%
Hipoxia-reox Hipoxia-reox irr ‘ Hipoxia-reox Hipoxia-reox irr ‘
MCF7 Aislada MCF7 Coc EAhy B




102

Figura 4-28: Subpoblaciones celulares seguln la captaciéon de glucosa en células HT29
cocultivadas con células EAhy926. A. En normoxia e hipoxia-reoxigenacién. B. En
normoxia irradiacion e hipoxia-reoxigenacion irradiacion.
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Figura 4-29: Subpoblaciones celulares segun la captaciéon de glucosa en células HT29
cocultivadas con células EAhy926. A. En normoxia y normoxia irradiacion. B. En hipoxia-
reoxigenacion e hipoxia-reoxigenacion irradiacion.
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Teniendo en cuenta estos resultados, se pudo determinar que, asi como se vieron
modificaciones en la captacion de glucosa en las células en cocultivos, el porcentaje de
células captantes y las subpoblaciones celulares también fueron modificados en los
cocultivos. Existen entonces subpoblaciones celulares dinamicas, que son modificadas
no solo por las condiciones de estrés (variaciones en la concentracién de oxigeno e

irradiacion), sino también por la presencia de otras células en el cultivo.

La célula tumoral est4 expuesta a variaciones constantes en el microambiente, no sélo
en relacién con las concentraciones de oxigeno y la disponibilidad de glucosa y otras
moléculas, sino también debido a la presencia de otras células y la sefializacion que
existe entre ellas. Esto hace que aquellas células que se adaptan a todas las variaciones
a las que son expuestas, sobrevivan y puedan proliferar, como se postula en la teoria del
juego evolutivo (Gatenby & Gillies 2004). Una de estas adaptaciones es el efecto
Warburg. Sin embargo y gracias a técnicas de diagnéstico como el PET, se ha visto que
no todo el metabolismo tumoral depende del consumo de glucosa, lo que sugiere que
deben existir otras fuentes de energia para la célula tumoral (Nakajima & Van Houten
2012). En el 2008, Sonveaux y colaboradores describieron un hallazgo que podria
explicar lo observado en estos cultivos. Al observar los medios de cultivo de dos lineas
tumorales (SiHa, de cancer de cérvix y WiDr de cancer de colon), evaluadas al mismo
tiempo de siembra y en la misma confluencia, encontraron que en las células SiHa no
habia acidificacion del medio de cultivo, mientras que en las WiDr si existia dicha
acidificacion. Se confirmé que en las células tumorales de cérvix, habia poco lactato en el
medio de cultivo, producto de la glucdlisis anaerobia, e identificaron que las células SiHa

tenian una mayor expresion de MCT1 que MCT4.

Los MCT son una familia de transportadores de monocarboxilato (como el lactato y el
piruvato), presentes en tejidos como el musculo esquelético, corazén, cerebro y retina,
tejidos en los que el trasporte del lactato es fundamental. Se sabe ademas que el MCT1,
cataliza la entrada de lactato al citoplasma de la célula, mientras que el MCT4 cataliza
su salida (Halestrap & Price 1999).

Sonveaux y colaboradores propusieron un modelo de simbiosis en el que las células con

adaptacion metabdlica a la hipoxia, que tienen un metabolismo glucolitico anaerobio,
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exportan lactato. Este lactato es utilizado por las células que no adquirieron ese fenotipo,

y lo oxidan para conseguir energia (Figura 4-30).

En ese mismo estudio, los autores encontraron que las células MCF7 expresan el MCT1
y una linea tumoral de colon (WiDr), tiene una menor expresion de este transportador, en
comparacion con la linea tumoral de seno (Sonveaux et al. n.d.). Este hallazgo es
consecuente con lo encontrado en nuestras células respecto a la captacién de glucosa,
pues se evidenci6 que las células MCF7 tienen un predomino de células de la
subpaoblacion de baja captacion en todas las condiciones. Las células HT29, de cancer
de colon, tienen predominio de la poblacion de baja captacidon en normoxia e hipoxia -

reoxigenacion.

Figura 4-30: Simbiosis metabdlica. Hay células tumorales que hacen glicélisis
anaerobia y expresan MCT4 exportando lactato. Otras células tumorales, sin adaptacion
metabdlica a la hipoxia, expresan MCT1 y usan el lactato como fuente de energia.
Adaptado de (Sonveaux et al. 2008)

Céiuls tumoral hipéxica

ATP

Glucose Lactate
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Al ser sometidas a radiaciones ionizantes, hay un aumento en la poblacién de alta
captacion, lo cual indicaria que bajo condiciones de irradiacion se favorece la

supervivencia de células de fenotipo glucolitico.

4.9 Expresion de NRF2 en cultivos de células tumorales
y endoteliales en respuesta a condiciones de estrés
celular

La proteina NRF2 es un factor de transcripcién que se activa en respuesta al estrés
celular para garantizar el mantenimiento del estado redox de la célula. El estudio de
NRF2 en cancer ha cobrado gran interés, pues se le ha otorgado un papel de molécula
protectora frente a esta patologia, pero también pareciese facilitar la supervivencia de las
células tumorales del microambiente en que estan inmersas (Lau et al. 2008).

El papel de NRF2 en relacién con el metabolismo glucolitico de la célula ain no es bien
conocido. Recientemente, se ha descrito un papel importante de esta proteina en la
regulacion de la via de las pentosas fosfato, de gran importancia en cancer por la
proliferacion celular. Se encontr6 que este factor de transcripcién actia sobre el gen
G6PD, que codifica para la enzima glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, el gen PGD, que
codifica para la enzima fosfogluconato deshidrogenasa, y el gen TKT, que codifica para

la transcetolasa, todas enzimas involucradas en la ruta de pentosas fosfato.

En este trabajo se quiso buscar una relacién de esta proteina con la captaciéon de
glucosa de las células estudiadas. Como aproximacion inicial, se evalud la expresion total

de la proteina en las células estudiadas, sometidas a los diferentes estresores.

Para las células endoteliales, se encontré6 que en normoxia y normoxia - irradiacion, hay
mayor expresion de la proteina, que en los casos de hipoxia-reoxigenacion e hipoxia-

reoxigenacion irradiadas (Figura 4-31A). De forma llamativa, la mayor captacion de
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glucosa, se encontré en las células cultivadas en hipoxia-reoxigenacion e irradiadas,

condicién en la cual se encontré la menor expresion de NRF2 en el western blot.

En las células tumorales de seno, se encontré una mayor expresion de la proteina en
condiciones de normoxia, seguida por la expresion en hipoxia-reoxigenacion y en
normoxia irradiacion. La expresion mas baja se observé en el cultivo de las células
sometidas a hipoxia-reoxigenacion e irradiacion, situacién de mayor estrés oxidativo para
las células (Figura 4-31B). Aunque para las células MCF7 no hubo variaciones
significativas en la captacion de la sonda de glucosa, la mayor captaciéon de 2NBDG fue
para las células sometidas a radiaciones ionizantes, condiciones en las cuales se

evidencio menos expresion de la proteina.

Para las células HT29, se encontr6 una expresion mayor en las condiciones de normoxia
e hipoxia-reoxigenacién que en los cultivos de células irradiadas. De forma llamativa, fue
bajo estas dos ultimas condiciones, donde se observé una mayor captacion de glucosa
en esta linea tumoral (Figura 4-31C).

El ensayo de Western blot permitié ver que la proteina NRF2 se expresa en todas las
células utilizadas en este estudio. Sin embargo, esta aproximacion no permite ver la
actividad de la proteina, ya que se hizo en extracto total de proteinas, lo cual no muestra
si la proteina esta activada o no. De forma llamativa, las condiciones en las cuales hubo

una mayor captacion de glucosa, fue donde se encontré una menor expresion de NRF2.

Se decidi6 entonces evaluar la translocacion nuclear de la proteina con
Inmunocitoquimica, pues con esta técnica se puede ver la localizacion subcelular de la
proteina y permite igualmente evaluar la expresion y localizacion subcelular de la

proteina en las células en cocultivo.
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Figura 4-31: Expresion de NRF2 por western blot en cultivos celulares sometidos en
normoxia, hipoxia-reoxigenacion e irradiacion. A. Células EAhy926. B. Células MCF7. C.
Células HT29.
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4.10 Translocaciéon nuclear de NRF2 en cultivos
individuales y en cocultivos de células EAhy926, MCF7 y
HT29

Al igual que se hizo para los otros ensayos, se evalué primero la translocacion nuclear de
este factor de transcripcion en cultivos individuales y luego se observo el efecto que
tienen los cocultivos en la translocacion nuclear de esta proteina en cada linea celular
(Figura 4-32).

Figura 4-32: Inmunocitoquimica para NRF2 en células EAhy926, MCF7 y HT29

cultivadas en hipoxia-reoxigenacion.
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mayor del 50% en todas las condiciones (Figura 4-33). Esta observacion se explica
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debido a que la linea endotelial EAhy926 es un hibrido con células A549 de
adenocarcinoma de pulmén (ver metodologia). Se ha demostrado que en estas células
tienen una sobreexpresion constitutiva de la proteina (Kweon, Adhami, Lee, & Mukhtar,
2006) Sin embargo, se encontré un incremento significativo en la translocacion de este
factor de transcripcidbn en las células sometidas a radiaciones ionizantes, tanto en
normoxia como en hipoxia-reoxigenacion, con una translocacion cercana al 100% de las
células (p: 0.002 y 0.010). Las condiciones en las que se observdO una mayor
translocacion de la proteina al nucleo, coinciden con las condiciones en que la captaciéon
de glucosa es menor (Figura 4-6). Vale la pena resaltar que el ensayo de western blot
mostré una mayor expresion de la proteina en normoxia y normoxia irradiacion. Sin
embargo, el mayor porcentaje de translocacion nuclear fue para las células irradiadas.
Esto indica que la translocacion nuclear de la proteina es independiente de la expresion
de la misma. Es decir, asi haya una expresion aumentada, la proteina no sera

necesariamente translocada al ntcleo celular.

Figura 4-33: Translocacion nuclear de NRF2 en células EAhy926 en normoxia, hipoxia-

reoxigenacion e irradiacion. **: p < 0.010 normoxia como control.
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Aunque en normoxia en las células MCF7 hay una translocacion nuclear de NRF2 del

34%, que es incrementada hasta el 93% en hipoxia reoxigenacion, esta diferencia no fue



111

significativa (p: 0.060). La variacion en la translocacién nuclear del factor de transcripcion
para las células sometidas a radiaciones ionizantes si fue significativo, tanto para las
células cultivadas en normoxia (aumento) (p: 0.003), como para las cultivadas en hipoxia-
reoxigenacion (disminuyd) (p: 0.003) (Figura 4-34). De forma llamativa, estas son las
condiciones de mayor estrés celular y fueron las condiciones en las que se observéd una
mayor captacion de glucosa para esta linea (aunque la diferencia no fue significativa). La
expresion de NRF2 en las células MCF7 fue menor cuando el cultivo fue sometido a
radiaciones ionizantes. Estos hallazgos también demuestran que la cantidad de proteina

translocada al nucleo es independiente de la expresion de proteina.

Figura 4-34: Translocacion nuclear de NRF2 en células MCF7 en normoxia, hipoxia-

reoxigenacion e irradiacion. **: p < 0.010 normoxia como control.
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En las células HT29 (Figura 4-35) se observé un incremento significativo en la
translocacion nuclear de la proteina NRF2 en condiciones de hipoxia-reoxigenacion (p:
0.041), en comparacién con normoxia. Las células cultivadas en hipoxia-reoxigenacién y
sometidas a radiaciones ionizantes mostraron una disminucién significativa en la
translocacion nuclear de NRF2 en comparacion con hipoxia-reoxigenacién sin irradiar. No
se observaron diferencias significativas al comparar las células cultivadas en normoxia y
sometidas a radiaciones ionizantes incluso a pesar de observar que sélo el 1% de la
proteina es translocada en las células sometidas a normoxia e irradiacién (p: 0.061). Al
igual que lo observado en las células tumorales de seno, las condiciones en que hubo
una mayor captacion de glucosa, fueron aquellas en que el porcentaje de proteina
hallado en el nucleo fue menor. Para esta linea celular, la expresion de la proteina NRF2
fue menor en estas dos ultimas condiciones, coincidiendo con las condiciones de menor
cantidad de proteina en el nucleo celular. Es importante resaltar que al ser sometidas a
radiaciones ionizantes, las células HT29 presentaron una mayor captacion de glucosa en
comparacion con las otras dos condiciones (Figura 4-8).

Figura 4-35: Translocacion nuclear de NRF2 en células HT29 en normoxia, hipoxia-
reoxigenacion e irradiaciéon. *; p < 0.050 normoxia como control. ¢ ¢: p < 0.010 hipoxia-

reoxigenacion como control.
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Se debe tener en cuenta que el encontrar una cantidad disminuida de proteina nuclear,
podria indicar una translocacion y activacién prematura (en relacion con las otras lineas y
otras condiciones de estrés). Sin embargo, es de resaltar que la localizacion de la
proteina NRF2 en el ndcleo celular, no implica que se esté uniendo a los elementos de

respuesta antioxidantes (ARE) en el DNA de los genes blanco.

La evaluacion de los cocultivos arroj6 datos interesantes respecto a esta proteina (Figura
4-36).

Figura 4-36: Inmunocitoquimica para NRF2 en cocultivos de EAhy926 con MCF7
(Arriba) y EAhy926 con HT29 (Abajo).
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Se pudo evidenciar que para las células EAhy926 de endotelio, cocultivadas con células

tumorales de seno, hubo una disminucién significativa en la translocacion nuclear de la
proteina NRF2 en las condiciones de normoxia e hipoxia-reoxigenacioén, al compararlas

con el cultivo de células aisladas (p: 0.042). De forma llamativa, las células EAhy926
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cocultivadas con células tumorales de colon, mostraron un comportamiento contrario,
evidenciando un aumento significativo (p: 0.012) en la translocacién nuclear de la
proteina en hipoxia-reoxigenacion en comparacion con el cultivo aislado (Figura 4-37A).
Se encontr6 una disminucion significativa de la translocacion nuclear de NRF2, al
comparar normoxia irradiacion del cultivo individual con la misma condicién del cocultivo
con MCF7 (p: 0.013) y con HT29 (p: 0.000). EI mismo comportamiento fue observado
para las células en hipoxia-reoxigenacion irradiadas del cultivo aislado en comparacién

con los cocultivos tumorales (p: 0.001 en ambos) (Figura 4-37B).

Comparando el cultivo aislado de MCF7 en normoxia, con el comportamiento de la linea
endotelial en cocultivo, se encontré un incremento significativo en la translocacién de
NRF2 (p: 0.002). En hipoxia - irradiacién en cultivo individual comparado con el cocultivo,
también hubo incremento en la translocacion nuclear de la proteina (p: 0.019) (Figura 4-
38A). Bajo la misma condicién de oxigenacién, comparando el sometimiento o no a
radiaciones ionizantes, s6lo se observaron cambios significativos para las células en
cocultivo, en normoxia y normoxia irradiaciéon, habiendo una disminucion de la

translocacion en esta ultima condiciéon (p: 0.042) (Figura 4-38B).

Por ultimo, la translocacion nuclear de NRF2 en las células HT29, de cancer de colon
mostré diferencias significativas al comparar normoxia irradiacion en el cultivo aislado,
con la misma condicién en el cocultivo (p: 0.005). Asi mismo, se encontré que en hipoxia-
reoxigenacion en el cocultivo en comparacion con el cultivo individual, hubo un
incremento de la proteina translocada (p: 0,010) (Figura 4-40A). Al comparar las células
bajo las mismas condiciones de oxigenacion, irradiadas y no irradiadas, no hubo

diferencias significativas en los cultivos aislados, ni en los cocultivos (figura 4-40B).

Figura 4-37: Translocacion nuclear de NRF2 en células EAhy926 en cocultivo con
MCF7 y HT29. A. En normoxia e hipoxia-reoxigenacion. *: p < 0.050 normoxia aislada
como control. **: p < 0.010 normoxia aislada como control. ¢: p < 0.050 hipoxia-
reoxigenacion aislada como control. +: p < 0.050 normoxia en cocultivo con HT29 como

control. B. En normoxia irradiacion e hipoxia-reoxigenacion irradiacion. *: p < 0.050
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normoxia irradiacién aislado como control. **; p < 0.010 normoxia irradiada aislado como

control. # ¢: hipoxia-reoxigenacion aislada como control.
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Figura 4-38: Translocacién nuclear de NRF2 en células MCF7 en cocultivo con

EAhy926. A. En normoxia e hipoxia-reoxigenacién. **: p < 0.010 normoxia aislada como
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control. e e: hipoxia-reoxigenacion irradiada aislada como control. B. En normoxia e
hipoxia-reoxigenacion en comparacién con cocultivos en irradiacion. **; p < 0.010
normoxia aislada como control. ¢: p < 0.050 normoxia en cocultivo como control. +: p <

0.050 hipoxia-reoxigenacion aislada como control.
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Figura 4-39: Translocaciéon nuclear de NRF2 en células HT29 en cocultivo con
EAhy926. A. En normoxia e hipoxia-reoxigenacion. *: p < 0.050 normoxia aislada como
control. e: hipoxia-reoxigenacion aislada como control. ++: p < 0.010 normoxia irradiada
aislada como control. vv: p < 0.010 hipoxia-reoxigenaciéon como control B. En normoxia

e hipoxia-reoxigenacion en comparacion con cocultivos en irradiacion.
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Con este ensayo se pudo observar una variacién en la translocacion nuclear de la
proteina cuando las células se encuentran en cocultivo, en comparacién a la
translocacion observada en los cultivos individuales. Ello implica que existe una
interaccion y una sefalizacién dentro del cocultivo que modifica el comportamiento de las
células, favoreciendo o impidiendo la activaciéon de vias de sefalizacién celular. Esta

aproximacion es mas cercana a lo que se espera observar en el microambiente tumoral.

En las condiciones de mayor estrés oxidativo (normoxia irradiacion e hipoxia-
reoxigenacion irradiacion), se encontré un menor porcentaje de células tumorales con
proteina translocada en cultivo individual, situacion que no se observé para el cultivo de

las células endoteliales, ni en cocultivos.

Con anterioridad se ha demostrado que NRF2 es activada por radiaciones ionizantes
(McDonald et al. 2010) (Tsukimoto et al. 2010) La exposiciéon celular a la radiacion
genera un fenémeno reoxigenacion que favoreceria la activacion de la proteina. El
encontrar un menor nimero de células con proteina translocada en las condiciones de
mas estrés en nuestro estudio, podria ser explicado por una activacion prematura de la
proteina en las células tumorales sometidas a radiaciones ionizantes en cultivos
individuales, posterior a lo cual, la proteina saldria del nlcleo para ser degradada. Este
hallazgo se correlaciona con la mayor captacion de glucosa en las células irradiadas de

HT29 en el cultivo individual.

Sin embargo, no se puede establecer una relacién directa entre la translocacién nuclear
de la proteina y la captacién de glucosa de las células estudiadas, tanto en cultivos
individuales, como en cocultivos. Como observacion general se encontré6 que en la
mayoria de las condiciones (tanto en cocultivo como cultivo aislado), cuando habia un

mayor consumo de glucosa, hubo una menor cantidad de proteina nuclear.

4.11 Translocacién nuclear de HIFlaen cultivos
individuales y en cocultivos de EAhy926, MCF7 y HT29
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El papel de HIF1 en la regulacién de la glucdlisis en células expuestas a hipoxia es
fundamental y bien conocido. Como se ha venido mencionando, HIF1 favorece la
expresion de transportadores de glucosa y enzimas glucoliticos en respuesta a la hipoxia
(W. Liu et al. 2012) (J. Kim et al. 2007). Esta proteina tiene una relacién directa con el
metabolismo glucolitico y el efecto Warburg descrito para las células tumorales. Ademas
se ha encontrado relacionada con NRF2 ya que dicha proteina regula la expresion del
gen ho-1 que codifica para la proteina hemoxigenasa, principal enzima catalizadora del
grupo hemo. De esta degradacion, se obtienen 3 productos, la biliverdina, hierro y
monodxido de carbono (CO). Se ha encontrado que a través de la regulacién de esta
enzima, NRF2 regula la activacion de HIF1, permitiendo la estabilizacion de HIFla (T.
Kim et al. 2011).

Por estas razones, se decidié evaluar la translocacion nuclear de la proteina HIFla en

cultivos (Figura 4-39) y cocultivos celulares (Figura 4-44).

Figura 4-40: Translocacién nuclear de HIFla en células EAhy926, MCF7 y HT29

cultivadas en hipoxia-reoxigenacion.
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La evaluacion de la localizacion nuclear de la proteina se hizo en cultivos individuales y
posteriormente se evalud la modificacion de estos hallazgos en cocultivos, como se hizo

para los demas ensayos.

En las células endoteliales, se presentd un incremento significativo (p: 0.000) de la
translocacion nuclear de HIFla en hipoxia-reoxigenacion. Al someter las células
cultivadas en normoxia a radiaciones ionizantes, también hubo un incremento
significativo de la translocacién nuclear de la proteina (p: 0,033). A pesar de que en
hipoxia-reoxigenacion también hay un aumento en la translocacion nuclear, este no fue
significativo (Figura 4-41). La mayor captacion de sonda de glucosa para esta linea en
cultivo individual se encontré en las células cultivadas en normoxia. En esta condicion la

translocacion nuclear de la proteina fue muy baja.

Figura 4-41: Translocacion nuclear de HIFlaen células EAhy926 sometidas a
normoxia, hipoxia-reoxigenacion y radiaciones ionizantes. *: p < 0.050 normoxia como

control. **: p < 0.010 normoxia como control.
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Las células MCF7 en cultivo aislado, también evidenciaron un incremento significativo en
la translocacion nuclear de esta proteina (p: 0.020) al ser sometidas a hipoxia
reoxigenacion. Igualmente, en normoxia e irradiacibn e hipoxia-reoxigenacion e
irradiacion aumento de forma significativa la translocacién nuclear de HIF1a (p: 0.000 y p:
0.025 respectivamente) (Figura 4-42). En esta linea celular la captacién de 2-NBDG no
mostré cambios significativos entre una y otra condicion, sin embargo, las condiciones en
gue hubo una mayor captacion fueron al exponer las células a radiaciones ionizantes. La
translocacion nuclear de la proteina fue mayor en relacibn con la translocacion

encontrada en normoxia. Sin embargo fue mayor para aquellas irradiadas en normoxia.

Figura 4-42: Translocacion nuclear de HIF1a en células MCF7 sometidas a normoxia,
hipoxia-reoxigenacion y radiaciones ionizantes. *: p < 0.050 normoxia como control. **: p

< 0.010 normoxia como control.
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En el cultivo de linea tumoral de colon, se encontré que en normoxia y en normoxia e
irradiacién, hay un porcentaje de proteina que es translocada al nacleo celular (25 y 28%)
el cual disminuye en hipoxia-reoxigenacion a un 1% y en hipoxia-reoxigenacion e
irradiacién a un 4%. Sin embargo, estas variaciones, no fueron significativos (p: 0.072 y
0.946) (Figura 4-43). En este cultivo celular, la mayor captacién de sonda se dio al
someter las células a radiaciones ionizantes. Sin embargo, en normoxia irradiacion, la
translocacion nuclear de la proteina fue mayor que para normoxia y en hipoxia-

reoxigenacion e irradiacion, dicha translocacion fue muy inferior.

Figura 4-43: Translocacion nuclear de HIF1la en células HT29 sometidas a normoxia,

hipoxia-reoxigenacion y radiaciones ionizantes.
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Los hallazgos en la translocacion nuclear de este factor de transcripcion fueron diferentes
cuando las células fueron evaluadas en cocultivo (figura 4-44).
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Figura 4-44: Inmunocitoquimica para HIFlo en cocultivos de EAhy926 con MCF7
(Arriba) y EAhy926 con HT29 (Abajo).

Nucleo

EAhy926

En el caso de las células endoteliales, se encontré que al ser cocultivadas con células
tumorales en normoxia, se presenta un incremento significativo en la translocacion
nuclear de la proteina, pasando de un 1% en el cultivo aislado a un 21% (p: 0.032) en el
cocultivo con MCF7 y a un 16% (p: 0.050), en el cocultivo con HT29 (Figura 4-45A). Sin
embargo, al ser sometidas a condiciones de hipoxia-reoxigenacion en ambos cocultivos,
las células endoteliales mostraron una disminucién significativa en la translocacion
nuclear de HIFla (p: 0.000, en ambos casos) (Figura 4-45B). Dentro de cada cocultivo,
no se encontraron diferencias significativas en la translocacion de la proteina

comparando normoxia e hipoxia-reoxigenacion.
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Figura 4-45: Translocacion nuclear de HIF1a en células EAhy926 en cocultivo con
MCF7 y HT29. A. En normoxia e hipoxia-reoxigenacioén *: p< 0.050 normoxia aislada
como control. **: p <0.010 normoxia aislada como control. ¢e: p < 0.010 hipoxia-
reoxigenacion aislada como control. B. En normoxia irradiacion e hipoxia-reoxigenacion

irradiacion. **: p < 0.010 EAhy 926 en cocultivo con HT29 en hipoxia-reoxigenacion como

control.
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A pesar de lo observado en estas condiciones, al ser sometidas a radiaciones ionizantes,
no hubo cambios significativos en el porcentaje de proteina translocada, ni en normoxia,
ni en hipoxia-reoxigenacion en comparacion con el cultivo aislado. Se encontr6 que en el
cocultivo con HT29, hay un incremento significativo en la translocacién de este factor en

hipoxia-reoxigenacion irradiado, al ser comparado con nhormoxia e irradiacion.

También se evaluaron los cambios al someter las células a las mismas condiciones de

oxigenaciéon (normoxia o hipoxia-reoxigenacién) sin irradiar e irradiadas.

En ninguno de los cocultivos con células tumorales se observaron cambios significativos

ni en normoxia, ni en hipoxia-reoxigenacion, irradiadas.

Al evaluar las células MCF7 en cocultivo con la linea endotelial, se evidencié un
incremento significativo en la translocacibn nuclear de HIFlaen normoxia, en
comparacion con el cultivo aislado (p: 0.001). También se observo que las células MCF7
en cocultivo con EAhy926, tenian un incremento significativo en la translocacién nuclear
de la proteina (p: 0.000), al comparar normoxia e hipoxia-reoxigenacion dentro del
cocultivo. Al someter las células tumorales de seno a radiaciones ionizantes en cultivo
aislado, se observa una disminucién de la translocacion de la proteina en hipoxia-
reoxigenacion en el cultivo aislado en comparacién con normoxia irradiacion. Este
comportamiento fue modificado al ser cocultivadas con EAhy926. Se observd un efecto
contrario, presentdndose una mayor translocacién nuclear de la proteina en hipoxia-
reoxigenacion e irradiacion (57%), respecto a la observada en normoxia irradiacion

(15%). Sin embargo, esta diferencia no fue significativa (Figura 4-46 A).

Comparando las células irradiadas y no irradiadas, cultivadas en las mismas condiciones
de oxigenacion, se encontré una disminucion significativa de la translocacion del HIF1la
en normoxia irradiacion en las células MCF7 en cocultivo con endotelio (p: 0.041)
respecto a las cultivadas de forma aislada. Finalmente, al comparar las células tumorales
de seno cocultivadas con EAhy926 en hipoxia-reoxigenacion con aquellas irradiadas,
bajo la misma condicion de oxigenacion, hubo una disminucion significativa de la

translocacion en esta ultima condicion (p: 0.001) dentro del cocultivo (Figura 4-46B).

Para las células tumorales de colon se encontré6 una disminucién significativa de la

translocacion nuclear de HIFla en hipoxia-reoxigenacion en cocultivo con células
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endoteliales, en comparacién con las células en cultivo aislado (p: 0.039) (Figura 4-47).
No se encontraron otras diferencias significativas en las demas condiciones estudiadas,
ni en cultivo aislado, como ya se describié, ni en cocultivo con células EAhy926. Se
observé en general una translocacion de HIF1a inferior al 30% en todas las condiciones

de estrés, tanto en cocultivo, como en cultivo aislado.

Figura 4-46: Translocacion nuclear de HIFla en células MCF7 en cocultivo con
EAhy926. A. En normoxia e hipoxia-reoxigenacion. *: p < 0.050 normoxia aislada como
control. **: p < 0.010 normoxia aislada como control. ¢ ¢: Normoxia en cocultivo como
control. +: p< 0.050 normoxia irradiacion aislada como control. ++: p < 0.010 normoxia
irradiacion aislada como control. B. En normoxia e hipoxia-reoxigenacion en comparacion
con cocultivos en irradiacion. *: p < 0.050. Normoxia aislada como control. **: p < 0.010
normoxia aislada como control. ¢: p < 0.050 normoxia en cocultivo como control. ++: p <
0.010 normoxia irradiacion aislada como control. VV: p < 0.010 hipoxia-reoxigenacion en

cocultivo como control.
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Translocacién nuclearde HIF1 en células MCF7 en cocultivo con células endoteliales EAhy926

normoxia vs normoxi irradiacion e hipoxia-reoxigenacidn vs hipoxia reoxigenacién irradiacié
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Figura 4-47: Translocacion nuclear de HIFla en células HT29 en cocultivo con
EAhy926 en normoxia e hipoxia-reoxigenacion. *: p < 0.050 hipoxia-reoxigenacion

aislado como control.
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Como se menciono, la estabilizacion de HIF1la, su activacion y translocacion al nacleo
permiten la regulacion de genes relacionados con proliferacion celular, angiogénesis,
regulacién del metabolismo de la glucosa, regulacion del pH celular, entre otros (Ke &
Costa 2006) (J. Kim et al. 2007) (Bertout et al. 2008).

En nuestro estudio, se observé una translocacion nuclear de la proteina en mencion en
las células endoteliales al ser sometidas a condiciones de hipoxia-reoxigenacioén,
condicién en la que se estabiliza la proteina. Sin embargo, al ser sometidas a cocultivo, la
translocacion de la proteina disminuye de forma significativa en condiciones de hipoxia-
reoxigenacion en las células endoteliales cuando se cocultivan con ambas lineas

tumorales.

En las células tumorales de seno en cultivo aislado, hubo un aumento significativo de la
presencia de la proteina en el nicleo celular en todas las condiciones de estrés, hipoxia-
reoxigenacion, normoxia irradiacion e hipoxia-reoxigenaciéon e irradiacion (en
comparacion con normoxia). Al ser sometidas a cocultivo, el comportamiento en la
translocacion de la proteina es igual en condiciones de normoxia e hipoxia-
reoxigenacion, pero al ser sometidas a radiaciones ionizantes, se evidencié un
comportamiento inverso al observado para el cultivo individual (en irradiacién, hubo una
disminucion de la proteina nuclear en hipoxia reoxigenacion). Para esta linea celular, la
captacion de glucosa, esta relacionada con la translocacion nuclear de HIFla, pues en
los cultivos aislados, en que hay translocacién de la proteina, la captacion de glucosa es
homogénea. En los cocultivos, el incremento en la captacion de sonda de glucosa, se

asocia con un incremento de la cantidad de proteina nuclear.

Para el caso de la linea tumoral de colon, se observé una disminucién no significativa de
la presencia de la proteina en el nacleo celular en condiciones de hipoxia-reoxigenacion
e hipoxia reoxigenacioén irradiacion. El comportamiento en la translocacion de esta
proteina en las células HT29 no fue modificado al ser cocultivadas con células

endoteliales.

Esto podria ser explicado teniendo en cuenta que la exposicién a la radiacion genera en
las células un fenémeno de reoxigenacion. Estudios previos han demostrado que la
proteina HIF1la es activada por la exposicion a la radiacion, pero dicha activacion no es

inmediata. Se ha establecido que la activacion de dicha proteina se da horas, e incluso
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dias posterior a la irradiacién, lo cual explicaria por qué para la linea tumoral HT29 no se
evidencia proteina en el nlcleo celular (Dewhirst et al. 2007) (B. J. Moeller et al. 2004).
Existen otros mecanismos relacionados con la actividad glucolitico tumoral como la via
PI3k/AktmTOR, que podrian explicar el comportamiento glucolitico de esta linea celular.
Esta via de sefializacion favorece la expresion de transportadores membranales de
nutrientes como la glucosa y los aminoacidos. Asi mismo, se ha demostrado que a través
de efectos en la expresién génica y actividad enzimatica, Akt aumenta la glicélisis y la
produccién de lactato al punto de inducir un efecto Warburg en células tumorales que no

tienen este fenotipo metabdlico (Cairns et al. 2011).

Finalmente, se debe tener en cuenta que la translocacién nuclear de la proteina por el
método de Inmunocitoquimica, ho demuestra que este uniéndose a su blanco en el DNA.
Sin embargo, si brinda informacion sobre la presencia de la proteina en la célula y su

estabilidad bajo ciertas condiciones.
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5. Conclusiones y perspectivas

5.1 Conclusiones

Los resultados de este trabajo demuestran que el comportamiento celular in vitro de las
células sometidas a hipoxia-reoxigenacién es diferente al reportado para las células

expuestas Unicamente a hipoxia.

Las células endoteliales y tumorales sometidas a radiaciones ionizantes en hipoxia-

reoxigenacion, tuvieron una menor supervivencia que las células cultivadas en normoxia.

La captacion de glucosa en células tumorales de seno y de colon es diferente cuando
estas células son cocultivadas con una linea endotelial. Se encontraron diferencias en la
captacion de la sonda de glucosa en células en cultivo aislado, tanto EAhy926 como
MCF7 y HT29. En condiciones de normoxia e hipoxia-reoxigenacion, la captacion de la
sonda de glucosa fue mas o menos homogénea para las tres lineas estudiadas. Sin
embargo, al ser sometidas a radiaciones ionizantes si hubo diferencias entre cada linea

evaluada.

La interaccion en cultivo con otras células modificé el comportamiento metabdlico de la
célula, evidenciado por cambios en la captacion de glucosa. Asi mismo, se pudieron
identificar subpoblaciones celulares que sugieren un metabolismo simbidtico de las

células tumorales.
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En cuanto a los ensayos con proteinas, se pudo observar que una menor expresion de
NRF2 coincide con las condiciones en que las células mostraron una mayor captacion de
la glucosa. En las células tumorales MCF7 y HT29, la expresién de la proteina fue menor

para las condiciones de mayor estrés celular.

El comportamiento observado para la translocacion nuclear de las proteinas NRF2 y
HIF1o sugiere que existe una translocacién prematura y posterior degradacion de las
proteinas bajo ciertas condiciones. Sin embargo, no se puede descartar la activacion de
otras vias metabdlicas que regulen la glucdlisis, como en el caso de las células HT29.

Finalmente, los cambios observados en el comportamiento metabdlico, dado por las
variaciones en la captacion de la sonda de glucosa y la localizacién subcelular de las
proteinas, demuestra que el cocultivo es un buen método para lograr un mayor

acercamiento al estudio del microambiente tumoral in vitro.

5.2 Perspectivas

El presente trabajo fue un acercamiento inicial al estudio del comportamiento metabdlico

de la célula tumoral en cocultivo.

Se pretende ampliar el estudio a otras lineas tumorales, asi como comparar los
resultados obtenidos en este ensayo, con condiciones de hipoxia Unicamente. Ademas,
se esperan hacer observaciones modificando los tiempos de hipoxia-reoxigenacion y

utilizar un modelo de hipoxia ciclica.

La captacion de glucosa evaluada con una sonda fluorescente ofrecié resultados
satisfactorios. Sin embargo, una de las herramientas de diagndstico y planeacion de
radioterapia mas utilizada es el PET, por lo cual se espera lograr hacer estudios de

cocultivos con 18FDG y PET y comparar los resultados con lo obtenido en este estudio.

La presencia de subpoblaciones celulares que sugieren simbiosis metabdlica debe ser

evaluada buscando la presencia de MCTs en la membrana celular.



132

Finalmente, para obtener datos mas robustos en cuanto a la expresion y activacion de las
proteinas NRF2 y HIFla, se realizaran ensayos de expresion génica con vectores
acoplados a luciferasa que permitan identificar la interaccion de cada una de las

proteinas con sus blancos en el DNA.
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