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“Se gana fuerza, valentia y seguridad en
cada experiencia donde se mira el miedo a
la cara. Debes hacer lo que crees que no

puedes hacer.”

- Eleanor Roosevelt -

“No tengo talentos especiales, pero si soy
profundamente curioso.”

- Albert Einstein -



"Can tumour cells be destroyed in the living
animal through lack of energy? If the
carcinoma problem is attacked in its
relation to the physiology of metabolism the
first question is: In what way does the
metabolism of growing tissue differ from
the metabolism of resting tissue?"

-Otto Warburg-
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Introduccion

Cancer

El cancer es la manifestacion clinica de un conjunto de enfermedades causadas por
mutaciones en oncogenes, genes supresores de tumores y genes de estabilidad, lo
que lleva a la proliferacién y el crecimiento celular descontrolado. ©% 8 1281 | a5
células transformadas invaden el tejido normal que las rodea y son capaces de

diseminarse hasta invadir otros tejidos (metastasis). ! 62 &

El proceso que ocurre para la aparicion del cancer se conoce como carcinogénesis e
involucra mutaciones causadas por agentes fisicos, quimicos y/o biolégicos; ademas
de la seleccibn de células que progresivamente incrementan su capacidad de
proliferacion, supervivencia, invasion y metastasis. De forma general, el proceso de

carcinogénesis se divide en tres etapas: iniciaciébn, promocion y progresion (Figura
1) [19, 62]

No division,
apoptosis o
retiro del agente

romotor " % .
m P J- ‘ Apo;]t-osm

o OC
[ y - D D Ll:
Dafio en DNA K / Proliferaqi,c’mcy L / Proliferacion
scumlecionde  Lesion
Célula normal Célula iniciada " ﬁreneoplastca
eterogenmda .
INICIACION PROMOCION clonal PROGRESION

Figura 1. Modelo de carcinogénesis: iniciacién, promocién y progresién. La iniciacién consiste
en un evento mutacional que no es correcta o completamente reparado. Una vez que esto ocurre,
la célula puede tener varios destinos: 1) permanecer en un estado estatico de no divisién, 2) sufrir
apoptosis si las mutaciones adquiridas son incompatibles con la vida o 3) dividirse y proliferar. Si la
célula prolifera ocurre lo que se denomina promocion. La promocién involucra la expansiéon clonal
selectiva de las células iniciadas para producir una lesién preneoplasica, acumulandose cambios
genéticos y epigenéticos que dan lugar a células fenotipicamente diferentes (heterogeneidad
clonal). Los agentes “promotores” llevan a una proliferacion celular sostenida a través de un
incremento en la proliferacion y/o la inhibicién de la apoptosis. La progresién es la conversién de las
lesiones preneoplasicas a cancer. En esta etapa, debido al incremento en la sintesis de DNA y en
la proliferacion celular adquiridos durante la promocion, la posibilidad de que ocurran mas dafios
genéticos aumenta. Con la formacion de la neoplasia, se logra crecimiento autonomo y/o falta del
control del crecimiento. % %! Adaptado de la referencia 62
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Cancer pulmonar
El cdncer es una de las principales causas de muerte en el mundo. En 2008 se le

atribuyeron 7,6 millones de defunciones (aproximadamente el 13% del total) a nivel
mundial. Se estima que para 2030 habra 13,1 millones de muertes a causa del

cancer. 189

En 2008, el cancer pulmonar tuvo la mayor tasa de incidencia (1,1 millones de casos
nuevos) y de mortalidad (950 000 defunciones) a nivel mundial en hombres; mientras
gue en mujeres fue el cuarto en incidencia (515 000 casos nuevos) y el segundo en
mortalidad (427 000 defunciones). % %! En México hubo 9148 casos nuevos de
cancer pulmonar, causando 8807 defunciones, con lo que se situ6 en el cuarto lugar

en incidencia y mortalidad tomando en cuenta ambos sexos. 1*?

El tabaco es la principal causa de cancer pulmonar, provocando hasta 90% de todas
las muertes por esta enfermedad; sin embargo, menos del 20% de los fumadores
desarrollan cancer, lo cual sugiere que existen otros factores importantes para el

desarrollo de este padecimiento. ™!

El cancer pulmonar se divide en dos grupos principales con base en diferencias

histoldgicas, de diseminacién y de respuesta al tratamiento: 12!

e Cancer pulmonar de células pequefias (SCLC). Se origina a partir de
células neuroendocrinas. Usualmente tiene una localizacion peribronquial con
infiltracion hacia la submucosa bronquial y el tejido peribronquial. Con
frecuencia los tumores muestran necrosis extensa y se diseminan
rapidamente, incluso antes de presentarse los sintomas. & 93 123

e Cancer pulmonar de células no pequefias (NSCLC). Se origina a partir de
células epiteliales. Es el tipo de cancer pulmonar mas comun, usualmente
crece y se disemina mas lentamente que el SCLC pero es menos sensible a
quimioterapia y radioterapia que el SCLC. [ 8 E| NSCLC esté integrado por

tres subtipos:
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o Adenocarcinomas. Es un cancer epitelial glandular que suele
desarrollarse en células secretoras de moco; la mayoria son tumores
periféricos. Son el subtipo mas comun. 7% 128!

o Carcinoma de células escamosas. La mayoria de estos tumores
surgen en el sistema bronquial, especialmente en los bronquios
segmentarios y, aproximadamente un tercio, en las vias respiratorias
periféricas pequefias. 1%

o Carcinoma de células grandes. Este tipo de tumores puede
encontrarse tanto en la periferia del pulmén como en la zona central,
apareciendo frecuentemente como tumores necréticos grandes.

Tienden a crecer y diseminarse mas rapido que los otros tipos. [/ 1%

Marcas de clase del cancer

Existen caracteristicas distintivas compartidas por los tumores malignos que permiten
a las células tumorales sobrevivir, crecer y diseminarse, las cuales son conocidas
como “marcas de clase del cancer”; tales caracteristicas son: el mantenimiento de la
sefializacion proliferativa, la inmortalidad replicativa, la insensibilidad a las sefales
inhibitorias del crecimiento, la resistencia a la muerte celular, la induccién de la
angiogénesis y la invasion y metastasis. Sin embargo, recientemente se ha sugerido
la inclusién de dos rasgos distintivos por ser considerados de gran importancia en el
desarrollo y progresién del cancer, éstos son: la evasion a la respuesta inmunolégica

y la reprogramacion metabolica. 1%
Metabolismo de células no malignas

Glicdlisis

La glicdlisis es una via catabolica del citoplasma que cataliza la oxidacion gradual de
la glucosa hasta piruvato. Los productos finales de esta via son: dos moléculas de
piruvato capaces de seguir siendo oxidadas, energia almacenada en dos moléculas
de Adenosina-5-trifosfato (ATP) y dos moléculas de Nicotinamida adenin

dinucleétido reducido (NADH) més dos protones (H*) (Figura 2). 14
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En la mayoria de los tejidos humanos, la glicélisis s6lo es el primer paso en la
oxidacion de la glucosa, y una mayor cantidad de energia se obtiene en los procesos
subsecuentes que se mencionardn mas adelante. A pesar de esto, para el cerebro, la
retina, los eritrocitos y el musculo esquelético durante la contraccion vigorosa, la
glicolisis es la principal fuente de energia. ™ % Después, en un proceso conocido
como fermentacion &cido lactica, el piruvato producido puede ser reducido a lactato

al aceptar los electrones del NADH, regenerando NAD*. (&

0 0 0
NADH + H* \
\\\\C/ \C/
NAD~
c=—0 » HO—C—H
—_—
L_actato
CH i deshidrogenasa CH ;
Piruvato L-lactato
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de la referencia 10
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Mitocondria

Las mitocondrias son organelos celulares con una membrana doble (Figura 3), que
estan distribuidos en el citoplasma de la mayoria de las células eucariontes. Cada
mitocondria tiene su propio DNA mitocondrial (mtDNA), ribosomas y RNA de
transferencia, por lo que la biogénesis mitocondrial se lleva a cabo de forma

independiente al resto de la célula, antes de la mitosis. B 7

Ribgsomas Membrana
Matriz externa

Membrana
/ interna Espaclo
"2 / intermembranal

Cadena
transportadora
de electrones y
maquinaria de

fosforilacion

Crestas

Figura 3. Estructura de la mitocondria. Las mitocondrias presentan dos
compartimentos: la matriz y el espacio intermembranal, los cuales estan
delimitados por dos membranas, una externa lisa y una interna fuertemente
plegada. La membrana externa rodea el organelo, mientras que la
membrana interna encierra la matriz mitocondrial; las invaginaciones de
esta Ultima membrana crean crestas en las que se localizan la cadena
transportadora de electrones, la maquinaria de fosforilacion y los
transportadores de membrana. % %

Las mitocondrias son un centro metabdlico muy importante debido a que producen
méas del 90% del ATP celular. °” En ellas se lleva a cabo el ciclo de Krebs, la
fosforilacién oxidativa, la B-oxidacién de los acidos grasos y el metabolismo de
algunos aminoacidos. Ademas, estan involucradas en la producciéon de especies

reactivas de oxigeno y la apoptosis. [29, 110]

El papel metabdlico de las mitocondrias hace que su numero, tamafio y forma varien
de acuerdo a los requerimientos de la célula y al patron de actividad de cada érgano.
Los tejidos con mayor actividad metabdlica, como el miocardio y los tubulos

contorneados distales del rifién, tienen mas mitocondrias. °* °? La cantidad de

6
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mitocondrias cambia en un mismo tejido de acuerdo al estado en que se encuentren

las células, asi, en el musculo esquelético el nUmero de mitocondrias aumenta con
el ejercicio. ® Las dimensiones de la mitocondria parecen estar relacionadas con la
actividad celular, ya que usualmente varian de 0,5 pm a 1 um de ancho y de 1 um a
7 um de longitud, pero en el miocardio pueden observarse mitocondrias de hasta 10

um. (o4

Ciclo de Krebs

El ciclo de Krebs es una ruta metabdlica que finaliza la oxidacion de los
carbohidratos, los &cidos grasos y algunos aminoacidos hasta CO, y genera los
cofactores reducidos NADH y Flavin adenin dinucleétido reducido (FADH;); ademas,
provee de precursores para la biosintesis de macromoléculas y forma una
Guanosina-5'-trifosfato (GTP), por lo que se considera una via catabdlica y
anabodlica. % 8 E| ciclo de Krebs es comun a todas las células aerobias y en las

células eucariontes se lleva a cabo en la matriz mitocondrial. ¥

Los carbohidratos y los acidos grasos entran al ciclo de Krebs en forma de acetil-
Coenzima A (acetil-CoA). Los aminoacidos entran como acetil-CoA o como otras
moléculas intermediarias en el ciclo. En el caso de la glucosa, la acetil-CoA se forma
a partir del piruvato producido en la glicélisis, el cual puede ser transportado a la
matriz mitocondrial, donde pierde su grupo carboxilo y forma el grupo acetilo que se
condensara con la coenzima A (CoA) para formar acetil-CoA. Esta reaccion es
catalizada por el complejo de la piruvato deshidrogenasa y se lleva a cabo junto con

la reduccion de una molécula de NAD*; 64831

0 o
i Cc"Al| =" NaD+ NADH O\ /S'Co%
¢==0 / ¢ + CO
Complejodela | )
Piruvato CH;
CH; deshidrogenasa )
Piruvato Acetil-CoA
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La acetil-CoA se incorpora al ciclo de Krebs por una reaccion de condensacion entre
su grupo acetilo y uno de los intermediarios del ciclo, el oxalacetato. En el resto de la
via los metabolitos del ciclo sufren oxidaciones y descarboxilaciones que finalmente
regeneran el oxalacetato inicial, producen dos moléculas de CO, y almacenan los
electrones de los intermediarios en forma de tres moléculas de NADH y una de
FADH, (Figura 4). 1°®

Si—CoA
c=0

I
HQ CHy  con—

** Citrat
Oxalacetato \ U itrato
NADH + H* H0

CH,.

——— | coo
o—c—coo :
Citrato HO—T—coo H,0
NAD* CH? sintasa CHa —
Q, o
\N og
\-\\

CH, coos? T”’ ey
Malato H——C——CO0O" .
7 | Isocitrato
HO——(I:—H
Ccoo" A==t
co,
Fumarasa . Isocitrato NAD*
j arasa deshidrogenasa (‘
H.0 NADH + H*
<00 T“? coo
| b
CH
— a-cetoglutarato
Fumarato ” e T ° g
T P 0 »COO
O @ 2
% 2, () \\\\ Q\\~
85, e, ' !
coo X %, <, ‘.@Q&o‘b +—~ CoA — SH

I [ %
9 HO—C inil- CH,
S I“ Succinil-CoA I co,
FADH, CHa sintetasa C——S——CoA NAD*
— v
A c!:oo- /—\ \ < NADH + H*

Succinato GTP GDP CoA —SH Succinil-CoA

r

Figura 4. El ciclo de Krebs se divide en ocho pasos generales. 1) La acetil-CoA cede su grupo
acetilo al oxalacetato, y forma una molécula de citrato. 2) El citrato se isomeriza a isocitrato. 3) El
isocitrato sufre una descarboxilacion, formando el a-cetoglutarato, una molécula de CO, y una de
NADH. 4) Una segunda descarboxilacion da lugar a la succinil-CoA y a una segunda molécula de
NADH. 5) La ruptura del enlace tioéster de la succinil-CoA forma el succinato y libera energia que se
utiliza para formar GTP, la cual puede donar su grupo fosfato terminal a la Adenosina difosfato (ADP)
y formar ATP en una reaccion catalizada por la nucleésido difosfato cinasa. 6) El succinato se oxida
a fumarato por la succinato deshidrogenasa, una enzima que en eucariontes se encuentra unida a la
membrana mitocondrial interna. Una molécula de FAD se reduce a FADH, durante la reaccion. 7) El
fumarato es convertido a malato. 8) La oxidacion del malato regenera el oxalaceto para continuar
con el ciclo y forma una tercera molécula de NADH. 1% ]
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Fosforilacion oxidativa

La fosforilacién oxidativa es un proceso que utiliza el poder reductor de los cofactores
NADH y FADH, obtenidos de la oxidacion de carbohidratos, aminoacidos y acidos
grasos en la obtencion de la mayor parte del ATP celular en presencia de oxigeno,
culminando el metabolismo energético de los organismos aerobios. ** 8 Los

componentes de esta via se localizan en la membrana mitocondrial interna. 2!

La fosforilacion oxidativa inicia con la oxidaciéon del NADH y el FADH, generados en
la glicdlisis, el ciclo de Krebs o en la B-oxidacién. Los electrones del NADH vy el
FADH, son transportados, a través de complejos Oxido-redox, hasta su ultimo
aceptor de electrones que es el O,. A medida que los electrones fluyen por la cadena
respiratoria, los protones son bombeados por los complejos I, Il y IV hacia el espacio
intermembranal. El paso de los protones genera un gradiente de pH (la matriz tiene
un pH superior al del espacio intermembranal) y una diferencia de potencial a lo largo
de la membrana interna (interior negativo y exterior positivo); juntos forman lo que se
conoce como gradiente electroquimico. Cuando los protones fluyen a favor de su
gradiente electroquimico (del espacio intermembranal a la matriz), liberan el ATP
formado por la ATP sintasa (Figura 5). La oxidacion de los cofactores reducidos y la
fosforilacién del ADP son procesos acoplados por un gradiente de protones a través

de la membrana interna mitocondrial. 1 7% 8l

El potencial de membrana mitocondrial y la tasa de fosforilacion oxidativa varian de
acuerdo a los requerimientos de ATP. Una disminucion en el ADP significa baja
demanda energética y disminuye la tasa de fosforilacion, llevando a un incremento
en el gradiente de protones y a una disminucion del transporte de electrones. Un
incremento en el contenido de ADP (por aumento de la hidrélisis del ATP debido a
alta demanda energética) incrementa la tasa de fosforilacion por el complejo V,
disminuyendo el gradiente de protones y estimulando el transporte de electrones y el
consumo de oxigeno. ¥ El potencial de membrana mitocondrial también es un
reflejo del funcionamiento de la mitocondria. Una reduccién severa del potencial
comunmente es resultado de la inhibicion en el transporte de electrones; mientras

que, potenciales muy altos han sido reportados en condiciones de estrés y se han
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relacionado con una fosforilacion oxidativa menos eficiente. °® ™ La capacidad de la

fosforilacién oxidativa varia de un tejido a otro y con la edad. [*® 92

Citoplasma
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Figura 5. Los electrones de los transportadores reducidos se transfieren a través de
complejos con potenciales de 6xido-reduccidn crecientes y la energia liberada impulsa la
sintesis de ATP. El proceso inicia cuando se retira un ion hidruro del NADH y es convertido en un
protén y dos electrones. Los electrones son captados por el complejo | y transferidos a la coenzima Q
(o ubiquinona). En este paso el complejo | bombea cuatro protones al espacio intermembranal. Los
electrones provenientes del FADH, entran directamente por la coenzima Q; estos electrones
proceden de la oxidacién del succinato por la succinato deshidrogenasa, asi como de la acetil-CoA,
el a-glicerolfosfato y otros sustratos. EI complejo 1l cataliza la transferencia de los electrones de la
ubiguinona al citocromo ¢ bombeando también cuatro protones. Finalmente, el complejo IV transfiere
los electrones del citocromo c al oxigeno, reduciéndolo a agua y bombeando en el proceso dos
protones al espacio intermembranal. El flujo de protones a favor del gradiente, a través de la ATP
sintasa causa cambios conformacionales en el sitio catalitico de esta enzima, provocando la sintesis
y liberacion del ATP. 4 3% 59.64.132]

Capacidad reductora celular
El término “capacidad reductora celular” se refiere a cofactores con caracteristicas
oxido-redox que le permiten a la célula transferir electrones para llevar a cabo

procesos metabodlicos como la produccidon de energia y el anabolismo. Estos

cofactores también se conocen como “poder reductor”.

La capacidad reductora celular estd dada principalmente por dos moléculas:
Nicotinamida adenin dinucledtido reducido (NADH) y Nicotinamida adenin
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dinucledtido fosfato reducido (NADPH), que a pesar de soélo diferir en un grupo

fosfato, no son intercambiables metabdlicamente. Ambas moléculas almacenan la
energia obtenida de la oxidacion de biomoléculas, pero la energia del NADH se
utiliza para sintetizar ATP a través de la fosforilacion oxidativa y la del NADPH para

biosintesis reductiva. %"

El NADH y el NADPH se forman a partir de sus pares oxidados: NAD" y NADP".
Ambas moléculas oxidadas reciben los electrones por medio de enzimas
denominadas deshidrogenasas; sin embargo, el NAD" lo hace acoplado a la
glicdlisis, la B-oxidacion y el ciclo de Krebs, mientras que el NADP* se reduce

acoplado a la via de las pentosas fosfato, principalmente. 2%

Las concentraciones intracelulares de NAD" y NADH son superiores a las de las
formas fosforiladas. EI NAD" predomina en su forma oxidada, mientras que el NADP*
predomina en su forma reducida, lo que indica que la relacion NAD*/NADH es
superior a la relaciéon NADP*/NADPH. 8 Mientras mas NADH tiene disponible una
célula, mas energia puede producir, por lo que la cantidad de NADH que contiene

una célula depende de la energia que ésta requiere. 4!
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Antecedentes

Reprogramacion metabdlica en las células tumorales
El concepto de reprogramacion metabdlica se refiere a cambios en la regulacion de

las rutas metabdlicas en las células tumorales. Estos cambios incluyen la activacion
de vias alternas normalmente apagadas en células no malignas; asi como la
inhibicion o desregulacion de otras vias que si forman parte del metabolismo de las

células normales.

Efecto Warburg

En la década de 1920, Otto Warburg y colaboradores descubrieron que las células
tumorales oxidaban la mayor parte de la glucosa a través de la glicolisis y
fermentacidon acido lactica, independientemente de la disponibilidad de oxigeno. A
este fenomeno en donde se prefiere la fermentaciébn acido lactica sobre el
metabolismo energético mitocondrial con aumento en la actividad glicolitica, aun en
presencia de oxigeno se le denominé efecto Warburg o glicélisis aerobia (Figura 6).

[25, 65, 130]

Figura 6. El efecto Warburg fue el

a) Tejido diferenciado | b) Tejido en Tumor | primer indicio de una reprogramacion
AN proliferacion metabdlica en las células tumorales. a)

o, v . o @ En presencia de oxigeno, las células de

: los tejidos diferenciados inician el

+/-0, metabolismo de la glucosa con la glicdlisis

Glucosa Glucosa Glucosa y lo finalizan en la mitocondria con la

fosforilacién oxidativa. Cuando el oxigeno
es insuficiente, el piruvato generado en la
glicélisis no entra a la mitocondria y se

‘ Piruvato Piruvato o Piruvato convierte a lactato. b) Otto Warburg

\ descubri6 que las células tumorales

A b I presentaban un metabolismo distinto, ya

\w Lactato ‘-\f\'m/‘; Lactato que en .ellas la mayor_l'a de la glucosa se

T T Efecto Warburg | Metaboliza a lactato, independientemente

Glicolisis (Glicdlisis de la tension de oxigeno, fenémeno

aerobia) conocido como efecto Warburg o glicélisis

€o. o, aerobia. Este fenémeno también ocurre en
Fosforilacién Fosforilacién

oxidativa oxidativa las células diferenciadas con una alta

. .z 126
proliferacion. [126] Adaptado de la referencia 126

Warburg propuso que la glicélisis aerobia ocurria porque las células neoplasicas

adquirian un dafio mitocondrial permanente que les llevaba a depender de la
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glicolisis. Sin embargo, investigaciones posteriores encontraron que el metabolismo
oxidativo mitocondrial aporta energia de forma importante en lineas celulares de
glioma, de cancer de cérvix y de hepatoma de raton. B7 102 103. 1281 5 anterior puso
en duda la hipétesis de una disfuncionalidad mitocondrial en las células tumorales,
sugiriéndose que el efecto Warburg no es una caracteristica de todas las células
tumorales pero que este fenotipo puede ser adquirido debido a la alta proliferaciéon y

en respuesta a las severas condiciones microambientales. %

Metabolismo de las mitocondrias en cancer

Recientemente, el papel de las mitocondrias en el desarrollo y progresiéon del cancer
ha despertado gran interés, lo que ha llevado a realizar multiples investigaciones
sobre el tema. En las células malignas se han encontrado tanto alteraciones en las
vias metabdlicas que se llevan a cabo en la mitocondria, como cambios en su

potencial, tamafio y forma.

Existe evidencia experimental de que la glutaminolisis, una via metabdlica de la
mitocondria encargada de la utilizacion de la glutamina, se encuentra altamente
activa en varios tipos de cancer, entre ellos: glioblastoma, leucemia y carcinoma

hepatocelular. ' 2% 7 133

La glutaminolisis genera malato y oxalacetato. La
conversion de malato a piruvato por la enzima malica genera NADPH, mientras que a
partir del oxalacetato se produce citrato (Figura 7). EI NADPH y el citrato son
metabolitos necesarios para la sintesis de lipidos, por lo que la glutaminolisis es

importante para la proliferacion de las células tumorales. 2

El ciclo de Krebs es una de las vias metabdlicas que han presentado alteraciones en
las células tumorales. En mitocondrias aisladas de células de hepatoma se ha
encontrado que gran parte del citrato del ciclo sale de la mitocondria para biosintesis
de lipidos; sin embargo, también se ha observado que la glutaminolisis se encarga
de reabastecer el ciclo de Krebs a nivel del a-cetoglutarato (Figura 7). %1 En
feocromocitomas y paragangliomas se han encontrado mutaciones en la succinato
deshidrogenasa, mientras que en leiomioma, leiomiosarcoma y carcinoma renal se
han identificado mutaciones en la fumarasa. %> °® Lo anterior provoca la acumulacion

de succinato y fumarato (Figura 7). Estos sustratos podrian favorecer la activacion de

13
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los factores de transcripcién inducibles por hipoxia (HIFs) y generar un estado
pseudohipoxico que lleve a un metabolismo predominantemente glicolitico en las

células tumorales. [©°

Otros estudios en células tumorales han indicado una menor actividad de los
complejos I, 1l y IV de la fosforilacion oxidativa, asi como de la ATP sintasa,

pudiendo llevar a la acumulacién de NADH en las células tumorales. 2% 32 36 113]

A pesar de lo anterior, también se ha observado que el metabolismo mitocondrial de
algunas células tumorales se encuentra activo y es importante en la produccion de
ATP. Estudios en la linea celular de carcinoma de cérvix SiHa demostraron que la
sintesis de ATP se lleva a cabo principalmente en la mitocondria, mientras que en las
células de cancer de mama MCF-7 se reportd que el 80% de la produccién de ATP
se debe al metabolismo oxidativo y el 20% al glicolitico. ™ 3% Incluso en células
tumorales con un fenotipo predominantemente glicolitico, el metabolismo celular
puede ser redirigido e incrementar la actividad de la mitocondria. En las células
tumorales de cancer pulmonar A-549 y H460 se encontrd que al inhibir enzimas de la
glicdlisis, la respiracion mitocondrial incrementaba, mientras que la inhibicién de la
lactato deshidrogenasa en células de cancer de mama provocé un aumento en la

respiracion mitocondrial y una disminucién del potencial de membrana mitocondrial.
[27, 139]
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Microambiente tumoral

Las células que dan origen al tumor no siguen un patron de crecimiento coordinado y
proliferan lejos de la membrana basal que se encuentra entre las células del tejido y
los vasos sanguineos. Lo anterior provoca que el oxigeno y los nutrientes tengan que
difundir distancias mayores, creando regiones de baja tension de oxigeno (hipoxia) y
gradientes de glucosa. Ademas, la alta actividad glicolitica caracteristica de las
células tumorales lleva a una gran produccién de lactato. El lactato generado se
secreta via el transportador de monocarboxilato 4 (MCT4) mediante simporte con
protones, provocando la acidificacion del medio extracelular (Figura 8). 33 7. 104

a) Tejido normal b) Tejido hiperplasico
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Figura 8. EI microambiente dentro del tumor se forma como consecuencia del
crecimiento descontrolado y del metabolismo alterado de las células tumorales. a)
Microambiente en un tejido normal. Las células proliferan de forma controlada, por lo que
la distribucion de oxigeno y nutrientes es 6ptima para todas la células. b) Microambiente
en un tejido hiperplasico. La isquemia en el tumor, producto del crecimiento descoordinado
de las células tumorales, provoca una disminucion en el aporte de oxigeno y de nutrientes
para las células mas alejadas de los vasos sanguineos. El metabolismo glicolitico lleva a una
alta produccion de lactato v la acidificacion del medio. ! Adantado de Ia referencia 33

Hipoxia en cancer
En los tejidos de los mamiferos, la concentracion de O, oscila entre el 2% y el 9%. La

hipoxia usualmente se relaciona con concentraciones < 2% de O.. [12]

16



g_ Antecedentes

El oxigeno es el primer sustrato cuya concentracion declina durante el desarrollo del

tumor. B3 Debido a que la distancia de difusién del oxigeno tiene un méaximo de 200
pum, las células oxigenadas se limitan a aproximadamente 150 pum desde el vaso
sanguineo. % ¥ A pesar de que las células tumorales adquieren capacidad
angiogénica, la microvasculatura generada es desorganizada y con un flujo inestable;
asi que con frecuencia no logra resolver la deficiencia de oxigeno, lo que lleva a

episodios transitorios o prolongados de hipoxia y reoxigenacion. 7 137]

En células normales, la hipoxia severa limita la produccion de ATP por medio de la
fosforilacién oxidativa, pudiendo detener la proliferacion celular y/o inducir apoptosis;
sin embargo, en las células tumorales se han observado cambios genéticos (como la
expresion de HIFs) y metabdlicos que les permiten sobrevivir e incluso proliferar en

ambientes hipoxicos. &5 4

En células de carcinoma de cérvix (SiHa), la inhibicién de la cadena respiratoria con
rotenona por 48 h provoco6 una reduccion en la produccion de ATP del 35% y 16% en
cultivos norméxicos e hipéxicos, respectivamente, indicando que en estas células
tumorales, la fosforilacion oxidativa era funcional y que se podia obtener ATP por

esta via tanto en condiciones de normoxia como en hipoxia. *"!

El estudio por citometria de flujo de células de glioma M010b cultivadas en hipoxia
(0,6% de O) por 24 h revelé una disminucion de la masa mitocondrial de 13,2 +
8,8% y un aumento del potencial de membrana mitocondrial de 16,4 * 5,6%,
respecto a las células cultivadas en normoxia. ¥ La linea celular de carcinoma
pulmonar A-549 cultivada en hipoxia (2% de O;) mostré una menor actividad de la
enzima citrato sintasa (=-23%), lo que se relaciona con una menor masa
mitocondrial. **! Esto indica que las mitocondrias de las células M010b y A-549 son
susceptibles a la hipoxia y que esta condicion provoca una disminucién de los

requerimientos de mitocondrias.

La cantidad de NADH y ATP celular se evaluaron en las células A-549 sometidas a
2% de O, por 24 h, encontrandose un ligero incremento del NADH y una disminucion

del 30% del ATP respecto a las células en normoxia. **! Lo anterior sugiere que el
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transporte de electrones se encuentra activo en hipoxia y normoxia pero que la

hipoxia reduce levemente la actividad de éste.

Las células tumorales que se encuentran en un microambiente hipoxico se
caracterizan por una mayor inestabilidad genémica e inmortalidad celular y se les ha
relacionado con un incremento en la migracién celular y con un potencial maligno
mayor. 134 35 41 67,108, 1411 5 anterior las hace un blanco importante en la terapia
contra el céncer, pero por su localizacion se vuelven menos accesibles a la

radioterapia.

Produccion de lactato por las células tumorales y sus consecuencias
La glicolisis y glutaminolisis son vias metabdlicas que producen una gran cantidad de

lactato y que estan altamente activas en las células tumorales. “? Para evitar la
acumulacion de lactato dentro de la célula, éste es secretado al medio extracelular

por medio del transportador MCT4 en simporte con protones. %4

En condiciones normales, sélo el higado, el masculo y el cerebro son capaces de
metabolizar el lactato. El higado lo utiliza para gluconeogénesis; mientras que
miocitos y neuronas pueden convertirlo a piruvato y metabolizarlo a través del ciclo
de Krebs y la fosforilacién oxidativa. % °! Sin embargo, investigaciones recientes
han demostrado que las células tumorales también tienen la capacidad de utilizar el
lactato como fuente de carbono. En células de carcinoma de cérvix (SiHa) y de
cancer de prostata (PC-3), se descubrié que el lactato puede ser utilizado para
producir ATP pero que se requiere consumo de oxigeno. ?* 1% En |a linea celular de
cancer de mama MCF-7, la utilizacion de lactato en normoxia llevé a un incremento
en la masa mitocondrial celular, ® o que podria indicar una mayor utilizacién del

metabolismo mitocondrial cuando el lactato es la fuente de carbono.

El contenido de lactato varia ampliamente entre tumores, incluso si son del mismo
tamario, grado u origen. *® Sin embargo, en biopsias de tumores primarios de cancer
cervical, cabeza y cuello, se ha detectado una correlaciéon directa entre los niveles de

[108, 129]

lactato y la incidencia de metastasis. La presencia de lactato en el
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microambiente tumoral también se ha asociado con la inhibicién de la respuesta

inmunolégica, la estimulacion de la angiogénesis y la radioresistencia. [*%

Acidosis en cancer
En las células normales, el pH intracelular (pH;) es menor al pH extracelular (pHe).
Sin embargo, las células tumorales tienen un gradiente de pH reverso: su pH; es 2

7.4y su pHe oscila entre 6,7 y 7,1. 132

Como se mencion6 anteriormente, la secrecion de lactato mediante simporte con
protones es una de las causas de acidez extracelular y se conoce como acidosis
lactica. También, la hidratacion del CO; a bicarbonato (HCOj3) y un protdn se ha
identificado como una fuente importante de acidez tumoral, debido a que en las
células tumorales la via de las pentosas fosfato que se encuentra altamente activa
produce CO, en altas cantidades. *®' La mayoria de las investigaciones realizadas se
centran en la acidosis lactica, ya que en el microambiente tumoral suelen

presentarse juntos ambos factores.

Se ha encontrado que el pH puede modificar el crecimiento de las células tumorales
in vitro. En lineas celulares de cancer cervical y de mama (HeLa y MCF-7) se estudio
el crecimiento celular a un pH neutro (7,3) y a un pH é&cido (6,3), encontrandose una

mayor tasa de crecimiento a pH 7,3 en ambos casos. %

En la linea celular murina de cancer de mama 4T1, se report6é que la acidosis lactica
prolonga la vida de las células en condiciones de privacion de glucosa mediante
arresto celular en la fase GO/G1 (las células se encuentran metabdlicamente menos
activas y por, lo tanto dependen menos de la glucosa), induccion de la autofagia e
inhibicion de la apoptosis. Lo anterior llevé a proponer que en ausencia de glucosa,
la acidosis lactica mantiene viables a las células del tumor hasta que el suministro de

glucosa se reestablece. 137

Adicionalmente, la acidosis lactica podria redirigir el metabolismo de las células
tumorales, ya que en tumores de cancer de mama se encontré que la acidosis lactica
provoca una sobreexpresion de genes asociados al ciclo de Krebs, fosforilacion

oxidativa, metabolismo de acidos grasos y de aminoacidos; mientras que reprime
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genes glicoliticos. In vitro, las células de carcinoma de cérvix cultivadas en acidosis
lactica mostraron un menor consumo de glucosa y una mayor cantidad de ATP
proveniente de la fosforilacion oxidativa (72%). " Los hallazgos anteriores indican
que la acidosis lactica suprime la glicdlisis y redirige la produccion de energia hacia

el metabolismo aerobio.

La acidosis tumoral provoca la degradacion de la matriz extracelular y la muerte de
las células que rodean el tumor, por lo que la acidez tumoral se ha ligado con un

incremento en la capacidad metastasica tumoral. 7]

Simbiosis metabdlica
Debido a la naturaleza heterogénea del microambiente tumoral en el que las células

mas alejadas de los vasos sanguineos se encuentran en hipoxia y con una menor
biodisponibilidad de glucosa, mientras que las células cercanas a los vasos
sanguineos se encuentran en normoxia y una mayor disponibilidad de glucosa,
ademas de una alta cantidad de lactato procedente del mismo metabolismo tumoral,
se ha propuesto la existencia de una “simbiosis metabdlica” tumoral. En ella se
propone que las células norméxicas consumen el lactato en lugar de la glucosa, lo
que permite que el gradiente de glucosa llegue hasta aquellas células que se
encuentran en hipoxia, consiguiendo la supervivencia de las células tumorales en

ambas condiciones (Figura 9). 118

Célula hipoxica

Glucosa
GLUTL Tumor . . L T .
Figura 9. La simbiosis metabdlica podria ser un
Glucosa mecanismo de supervivencia de las células
tumorales en la heterogeneidad del
Piruvato microambiente tumoral. Las células que se
1”)"‘“ encuentran en regiones hipéxicas utilizan la glucosa

Lactato

M CT4.

a través del GLUT1, al metabolizarla secretan una
gran cantidad de lactato mediante el transportador
de monocarboxilato 4 (MCT4). Este lactato es

Lactato internalizado a través del MCT1 por las células
MCTL normoxicas. En ellas, el lactato es convertido a
piruvato por la lactato deshidrogenasa B (LDHB) y
Lactato . . , .

[ posteriormente metabolizado a través del ciclo del

Krebs y la fosforilacién oxidativa. [104.118] A gaptado de la
referencia 105

Piruvato GLUTL

Ceélula norméxica en
acidosis lactica
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En biopsias de carcinomas de cabeza, cuello, mama y colon, asi como de cancer
pulmonar, se ha observado la expresién del transportador de monocarboxilato 1
(MCT1), el cual se encarga de internalizar el lactato en la célula. **® La expresion del
MCT1 se ha encontrado exclusivamente en las regiones vascularizadas y
normoxicas de los tumores y es consistente con un aumento en la expresion de la
lactato deshidrogenasa B (LDHB). *® En un modelo murino se llevé a cabo la
inhibicion del MCT1, la cual retard6 el crecimiento tumoral y provocé una necrosis en
las regiones hipoxicas, sugiriendo que la supervivencia de las células en hipoxia

dependia de la simbiosis metabélica. **°!

Marcadores de membrana involucrados en el metabolismo energético

Receptor de transferrina tipo 1 (CD71)
El receptor de transferrina tipo 1 es una glicoproteina asociada a membrana que se

encarga de capturar e internalizar el hierro asociado a la transferrina. 7 %% 13!

La glicoproteina CD71 se ha encontrado incrementada en tumores de varios tipos de
cancer con respecto a sus tejidos no neoplasicos. En cancer de colon, cancer de
vejiga y glioma, la expresion de CD71 ha correlacionado directamente con el grado
del tumor. 10120111 En cancer de pulmén de células no pequefias la sobreexpresion
del receptor de transferrina se ha asociado a una alta proliferacion celular y alto

potencial metastasico. [ 14

En células de hepatoma y de eritroleucemia expuestas a hipoxia, se ha reportado un
aumento en el MRNA del receptor de transferrina, encontrandose que el promotor del

gen que codifica para la glicoproteina CD71 tiene un sitio de unién para HIF-1. "% 129

Ecto-5"-nucleotidasa (CD73)
Ectoenzimas de superficie, como la ecto-5-nucleotidasa o CD73, metabolizan los
nucleodtidos liberados. CD73 es una glicoproteina unida a membrana que cataliza la

hidrolisis del AMP a adenosina. La adenosina se une a receptores que
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desencadenan varias respuestas celulares, entre ellas el reciclaje de los nucleétidos

de adenina. ¢ 1?0

Normalmente CD73 se expresa en células endoteliales y hematopoyéticas; sin
embargo, este marcador también se ha encontrado en varios tipos de cancer, como
en melanoma y en cancer de mama, siendo mayor su expresion en células con alta
capacidad de invasion. ¢ 1981431 En yn estudio en pacientes con tumores de ovarios

se encontré que el 70% de ellos sobreexpresaban la ecto-5"-nucleotidasa CD73. 8¢

Se ha encontrado en células del epitelio intestinal que HIF-1 tiene un sitio de union
en el promotor del gen CD73, por lo que la sintesis de novo de la glicoproteina CD73
podria estar regulada por hipoxia. 2 En carcinoma gastrico, se ha reportado que la

expresion del HIF-1a correlaciona con la expresion de la ecto-5"-nucleotidasa. 2

Transportador de aminodcidos (CD98)
La proteina transmembranal CD98, es un heterodimero que participa en el transporte

de L-aminoacidos. %!

En un estudio comparativo entre tumores primarios y metastasicos (cancer de colon,
mama, cabeza y cuello, genitales, tejidos blandos, géastrico, hepatocelular, tiroides y
timo), se encontrd que las células tumorales de sitios metastasicos tenian una mayor

expresion del transportador CD98. 17!

En tumores pulmonares neuroenddcrinos, la expresion de la proteina CD98
correlacion6 con la expresion de la proteina HIF-1a, sugiriendo que la hipoxia esta

relacionada con el metabolismo de los aminoacidos. 8

En lineas celulares de adenocarcinoma de cérvix (HeLa) y de hepatoma (HepG2) se
encontré que la proteina CD98 esta involucrada en la estabilizacion y regulacién del
transportador GLUT1, por lo que CD98 no sélo juega un papel importante en el
transporte de los aminoéacidos, sino que también contribuye a la regulacion del

metabolismo de la glucosa. "
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Marcador de células madre cancerosas (CD133)

CD133 es una glicoproteina transmembranal que inicialmente fue descrita como un
marcador especifico para células progenitoras hematopoyéticas humanas CD34+,
células madre de linajes neurales, epiteliales y endoteliales y sus contrapartes
tumorales. ™ Sin embargo, el marcador CD133 también se ha encontrado en varios
tipos de tumores. Las células tumorales CD133+ poseen una marcada capacidad de

proliferacion, de auto-renovacion y de diferenciacion. - 26114l

En biopsias de tumores de pulmén, de cerebro y de ovario, se ha identificado la
presencia de células CD133+. [ 26:27. 1141 Ey |55 piopsias de tumores de pulmén, las
células CD133+ presentaron un incremento en la expresién de genes involucrados

en motilidad y expulsién de farmacos en comparacién con las células CD133-. M

Al exponer a tres condiciones consideradas de estrés metabdlico: hipoxia, inhibicién
del complejo | de la cadena respiratoria con rotenona y deplecién del mtDNA a las
células de glioma U251, se reporté un incremento en la expresion de CD133 en las
tres condiciones; por lo que se propuso a CD133 como un marcador de estrés
bioenergético. *® En otro estudio la expresién del marcador CD133 se incrementd en
células madre cancerosas de glioma (X01, X02 y X03) cultivadas en hipoxia (1% de
O,) por 48 h. 119!
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Justificacion

Justificacion

El metabolismo de las células tumorales es un tépico que ha cobrado interés
recientemente. En un inicio se pensaba que las células de un tumor mantenian el
mismo fenotipo metabdlico; sin embargo, ahora se sabe que las células tumorales
son capaces de cambiar su metabolismo de acuerdo al microambiente en el que se
encuentran. En particular, el papel de las mitocondrias en la adaptacion al
microambiente tumoral ha sido controvertido, ya que mientras algunos autores
sugieren una participacion mitocondrial practicamente nula, otros proponen a las
mitocondrias como un organelo capaz de modular su actividad ante las diferentes

condiciones de crecimiento.

Las investigaciones realizadas apuntan a que el metabolismo de las células
tumorales les proporciona ventajas de supervivencia y proliferacion, por lo que
conocer las alteraciones metabdlicas permitirA identificar posibles blancos
terapéuticos para eliminar a las células tumorales. Si bien, se han realizado
numerosos estudios sobre el metabolismo de las células tumorales en condiciones
de hipoxia, acidosis o lactosis, no se ha abordado el estudio del metabolismo
energético tumoral considerando la combinacion de las condiciones descritas,
aungue en un tumor sélido la hipoxia, la acidosis y lactosis pueden presentarse

simultaneamente.
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Hipoétesis

Hipotesis

Si las mitocondrias de las lineas celulares de carcinoma pulmonar A-549 y Calu-1
son funcionales y capaces de responder a su entorno; entonces al inducir un estrés
metabolico al modificar la fuente de carbono, la tension de oxigeno y el pH, las
células modulardn su masa y potencial de membrana mitocondrial en funcion de las
condiciones mencionadas. Dicha modulacion podria correlacionar con la expresion
de las moléculas involucradas en el metabolismo celular CD71, CD73, CD98 o
CD13s.
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Objetivos

Objetivo general

Analizar la actividad mitocondrial de las lineas celulares de carcinoma pulmonar A-
549 y Calu-1 cultivadas bajo condiciones de estrés metabdlico inducido al variar la
fuente de carbono, el pH y la tensién de oxigeno; asi como determinar si la expresion
de los marcadores involucrados en el metabolismo energético correlaciona con la

actividad mitocondrial.

Objetivos particulares

e Determinar la masa y el potencial de membrana mitocondrial de las lineas
celulares A-549 y Calu-1 incubadas en diferentes condiciones de crecimiento
variando la fuente de carbono (glucosa y lactato), el pH (acidosis y
condiciones neutras) y la tension de oxigeno (hipoxia y normoxia).

e Determinar la capacidad reductora celular en las lineas celulares incubadas en
las condiciones de crecimiento antes mencionadas.

e Determinar la expresion de los marcadores de membrana involucrados en el
metabolismo energético (CD71, CD73, CD98 y CD133) en las lineas celulares

incubadas en las condiciones de crecimiento antes mencionadas.
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Materiales y Métodos

Materiales y métodos

Reactivos

El medio de cultivo RPMI-1640 (con o sin glucosa), el L-lactato de sodio que se
agrego a los medios sin glucosa y la solucion antibiética (10 000 U/mL de penicilina y
10 mg/mL de estreptomicina) se adquirieron de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA.
El suero fetal bovino (SFB) se compré a Thermo Scientific, Logan, Utah, USA. La
solucion de tripsina (0,05%) - verseno (0,05%) libre de calcio y magnesio se compro
a In vitro, D.F., México. El azul tripano se adquirié en Sigma Chemical Company, St.
Louis, MO, USA. Los anticuerpos anti-CD71 (APC, clona OKT9), anti-CD73 (PerCP-
eFluor 710, clona AD2) y anti-CD98 (FITC, clona 5E5) se adquirieron a eBioscience,
Inc., San Diego, CA, USA,; el anticuerpo anti-CD133 (PE, clona AC133) se compro6 a
Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA. El alamarBlue se compré a Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA. Mitotracker Green se compro a Invitrogen, Eugen, OR, USA, y el yoduro
de propidio a Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA. El 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3'-
yoduro de tetraetilbbencimidazolcarbocianina (JC-1) y la carbonil cianuro 3-
clorofenilhidrazona (CCCP) provenian del kit “MitoProbe JC-1 Assay Kit for Flow
Cytometry” de Invitrogen, Eugen, OR, USA. La Anexina V (Alexa Fluor 647) se
compr6 a BioLegend, San Diego CA, USA y la 7- Aminoactinomicina D (7-AAD) a

Becton Dickinson Pharmingen, San José, CA.

Equipos

Se utilizé un fluorémetro Fluoroskan Ascent FL de Labsystems. El citdmetro de flujo
utilizado fue el FACSCanto Il de Becton Dickinson. La incubacién de las células en
normoxia se realizé en una incubadora Sanyo Electric Co., Ltd, mientras que para
incubar las células en condiciones de hipoxia se utilizé6 una cadmara de incubacion

modular Billups-Rothenberg.
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Cultivo celular

Las lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar A-549 y de carcinoma
epidermoide Calu-1, fueron obtenidas de la American Type Culture Collection
(ATCC) y cultivadas en medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino
(SFB) al 10% v/v y con una solucion de antibiéticos al 1% v/v (100 U/mL de penicilina
y 0,1 ug/mL de estreptomicina). Las lineas celulares se incubaron a 37°C con 21%
de O, y 5% de CO..

Al llegar a confluencia las células fueron tratadas con tripsina para desprenderlas y

transferirlas a una nueva caja con medio fresco.

Conteo y viabilidad celular

El conteo celular se realizo en una camara de Neubauer. Para la discriminacion entre
células vivas y muertas se utilizé el colorante vital azul tripano. Este colorante se
encuentra negativamente cargado, por lo que se interna Unicamente en las células

muertas que tienen su membrana dafiada. %

Condiciones de cultivo
Para llevar a cabo cada ensayo, las lineas celulares fueron sometidas a distintas

condiciones de cultivo modificando la fuente de carbono, la tension de oxigeno y el

pH (Tabla 1).
Hipoxia Normoxia
(2% de O,) (21% de Oy)
Glucosa pH=7,2 Glucosa pH=7,2
Glucosa pH=6,2 Glucosa pH=6,2
Lactato pH=7,2 Lactato pH=7,2
Lactato pH=6,2 Lactato pH=6,2

Tabla 1. Condiciones de cultivo empleadas en los experimentos.

Se utiliz6 medio RPMI-1640 con D- glucosa (2,0 g/L) o medio RPM1-1640 con L-
lactato de sodio (2,8 g/L) suplementado con el SFB al 10% v/v y la solucion de

antibioticos. El pH del medio se ajusté a 7,2 0 6,2.
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Las células en normoxia se incubaron a 37°C en atmdsfera himeda con 21% de O, y
5% de CO,. Para las células en hipoxia se cre6 una atmosfera hUumeda que contenia
2% de O, 5% de CO, y 93% de N, y se incubaron en la camara de incubacion

modular Billups-Rothenberg.

Las células tratadas en las diferentes condiciones se incubaron durante 48 horas y

se evalu6:

a) La masa mitocondrial por tincidon con MitoTracker Green

b) El potencial de membrana mitocondrial por tincién con JC-1

c) La capacidad reductora celular por reduccién del alamarBlue

d) La expresion de los marcadores del metabolismo CD71, CD73, CD98 y

CD133 empleando inmunofluorescencia

Evaluacion de la masa mitocondrial utilizando MitoTracker Green por

citometria de flujo

MitoTracker Green es un compuesto no fluorescente en soluciones acuosas pero que
al acumularse en el ambiente lipidico mitocondrial emite fluorescencia de forma
independiente del potencial de membrana mitocondrial. ™ Por lo tanto, la
fluorescencia del compuesto en la célula es directamente proporcional a la masa

mitocondrial de ésta.

Para cada condicion se colocaron 100 000 células A-549 o 150 000 células Calu-1
totales. A las 48 horas de tratamiento, las células se desprendieron mediante el
tratamiento con tripsina y se lavaron con amortiguador salino de fosfatos (PBS) 1X.
Posteriormente se resuspendieron, se contaron en una camara de Neubauer
utiizando azul tripano y fueron lavadas. Las células se resuspendieron en
MitoTracker Green 200 nM (200 pL por cada 100 000 células) y se incubaron durante
30 minutos a 37°C. Después, las células fueron lavadas y se resuspendieron en 200
uL de yoduro de propidio (5ug/mL) con el objetivo de discriminar a las células
muertas y analizar solamente a la poblacion de células viables (yoduro de propidio

negativas).
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Las muestras tefidas se leyeron en el citometro de flujo FACSCanto Il. Se
adquirieron al menos 20 000 eventos provenientes de la regién de células viables y
se determind la intensidad media de fluorescencia (MFI) del Mitotracker Green
proveniente de dicha poblacion. Los resultados obtenidos se analizaron con el

software FlowJo V10. El esquema general de andlisis se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Estrategia de analisis para la evaluacion de la masa mitocondrial. a) La grafica de tamafio (area) contra tamafio (ampltud) nos
permitié discriminar los agregados celulares debido a que emiten una sefial de mayor area y mayor amplitud que las células individuales. b) A partir
de las células no agregadas se realizé la grafica de tamafio contra granularidad, con la que ademéas de descartar los restos celulares (menor
tamafio), fue posible observar cambios en el tamafio y la granularidad de las células bajo las condiciones estudiadas. c) De la poblacion de células
tumorales seleccionada en la gréfica b), se grafico la fluorescencia debida al MitoTracker Green contra la del yoduro de propidio (PI) para seleccionar
a las células viables (yoduro de propidio negativas). d) Se realiz6 un histograma de la fluorescencia del MitoTracker Green, tomando en cuenta
solamente a la poblacién viable. A partir de este histograma se determiné la MFI del MitoTracker Green proveniente de cada condicion, la cual es
proporcional a la masa mitocondrial.
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Evaluacion del potencial de membrana mitocondrial utilizando JC-1
por citometria de flujo

JC-1 es un fluorocromo catidnico de fluorescencia verde en su forma monomérica
gue al unirse a la mitocondria es capaz de formar agregados de fluorescencia roja en
forma dependiente del potencial de membrana mitocondrial (Figura 11), ambas
fluorescencias pueden ser detectadas por citometria de flujo. ¥ El cociente de la
MFI emitida en el rojo (590 nm) entre la MFI emitida en el verde (529 m) (cociente
MFlsoo/MF1s59) sera directamente proporcional al potencial de membrana
mitocondrial.
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Figura 11. Fundamento de la evaluacion del potencial de
membrana mitocondrial. JC-1 se incorpora y acumula en la matriz
mitocondrial debido a la carga positiva del fluorocromo y la carga
negativa de la matriz. Si la diferencia del potencial de membrana
mitocondrial (Ay) es baja, el flurocromo permenece en su forma
monomérica y emite fluorescencia verde (529 nm); pero si el Ay es alto,
el compuesto forma agregados de fluorescencia roja (590 nm).
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Para comprobar que bajo nuestras condiciones experimentales era posible detectar
cambios en el potencial de membrana, se utiliz6 carbonil cianuro 3-
clorofenilhidrazona (CCCP), un acido débil que transporta los protones a través de la
membrana mitocondrial y que abate el potencial de ésta. > 1?2 Dado que el potencial
de membrana mitocondrial se abate en los procesos de muerte celular, se utilizo
Anexina V y 7-AAD para descartar a las células apoptéticas tempranas (7-AAD
negativas y Anexina V positivas) y apoptéticas tardias o necroéticas (7-AAD negativas
y Anexina V dobles positivas); y asi verificar que los cambios en el potencial
ocurrieran Unicamente por las condiciones experimentales establecidas para estudio

y no por la muerte celular.

En este ensayo se utilizaron 50 000 células A-549 o 75 000 células Calu-1 totales por
condicion. Transcurridas las 48 horas de incubacion las células se recuperaron
utilizando tripsina, se transfirieron a tubos de citometria y se lavaron con PBS 1X.
Posteriormente se agregaron 200 pL de JC-1 (2 pM). Al tubo para CCCP se le
afadié este compuesto a una concentracion final de 100 pM. Todos los tubos se
incubaron por 30 minutos a 37°C. Después se realizd un segundo lavado con PBS
1Xy se agregaron 100 pL de Anexina V (0,6 pg/mL) preparados con amortiguador de
HEPES. Enseguida las células se incubaron por 15 minutos a 37°C. Transcurrido el
tiempo de incubacion se agregaron 400 pL de 7-AAD (0,1 pg/mL) preparado con
amortiguador de HEPES.

Las muestras tefiidas se leyeron en el citometro de flujo FACSCanto Il. Se
adquirieron al menos 20 000 eventos provenientes de la region de células viables y
se determiné la MFI del JC-1 en los canales de fluorescencia para las longitudes de
onda de 529 nm y 590 nm. Los resultados obtenidos se analizaron con el software
FlowJo V10. El esquema general de analisis se muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Estrategia de andlisis para la evaluacion del potencial de membrana mitocondrial. a) La grafica de tamafio (area) contra
tamafio (amplitud) nos permitié discriminar los agregados celulares. b) A partir de las células no agregadas se realiz6 la grafica de tamafio
contra granularidad. ¢) De la poblacion de células tumorales seleccionada en la gréafica b), se elaboré la gréfica de 7-AAD vs Anexina V para
seleccionar a las células viables (7-AAD y Anexina V doble negativas). A partir de la poblacién de células viables, se realizé la grafica d) que
relaciona las dos fluorescencias que emite JC-1 (roja vs verde) y se elaboré el histograma e) de la fluorescencia roja. Se calcularon la MFI
roja (590 nm) y la MFI verde (529 nm) para cada poblacion. El cociente MFlseo/MFls,9 €s proporcional al potencial de membrana mitocondrial.
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Evaluacion de la capacidad reductora celular utilizando alamarBlue

por fluorometria

La capacidad reductora celular se evalu6 utilizando alamarBlue, un compuesto que al
ser reducido por reductasas intracelulares (principalmente diaforasas) y la
mitocondria, vira de azul indigo a su forma fluorescente rosa, que puede ser

detectada a través de un fluorémetro (Figura 13). 13 8 %
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Figura 13. Par oxido-reduccion del alamarBlue. La
forma oxidada del alamarBlue (resazurina) vira a rosa
(resorufina) al ser reducida intracelularmente por
diaforasas y la mitocondria.

En este ensayo se utilizaron 5 000 células A-549 o 7 500 células Calu-1 totales por
condicion. Una vez transcurridas 45 horas de incubacion, se agreg6 un volumen de
alamarBlue equivalente al 10% de la suspension celular o blanco y se continu6
incubando hasta completar 48 h, tiempo al que se ley6 la fluorescencia en un
fluorometro (excitacion 544 nm, emision 590 nm). Posteriormente, las células se
sometieron al tratamiento con tripsina para desprenderlas y se lavaron con PBS 1X.
Después se resuspendieron en PBS 1X y se determind su numero y su viabilidad
mediante conteo en la camara de Neubauer, utilizando la tincion con azul tripano.
Finalmente se calcul6 la relacion de fluorescencia por célula, de acuerdo a la

ecuacion 1.

Fluorescencia para cada condicién

Fluorescencia por célula = — - — .
p Nuamero de células para cada condicion
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Evaluacion de la expresion de los marcadores CD71, CD73, CD98 y

CD133 por inmunofluorescencia y citometria de flujo

La expresion de los marcadores involucrados en el metabolismo se evaluo realizando
una inmunotincién de membrana, la cual se basa en el uso de anticuerpos marcados
dirigidos contra los antigenos a estudiar. A mayor expresion del marcador, mayor
union antigeno-anticuerpo y mayor fluorescencia, es decir, una alta fluorescencia

correlaciona directamente con una alta expresion del antigeno evaluado.

Para este ensayo se colocaron 100 000 células A-549 o 150 000 células Calu-1
totales por condicién. Transcurridas las 48 horas de cultivo bajo las diferentes
condiciones, se procedio a recolectar las células mediante el tratamiento con tripsina.
Las células se lavaron con PBS con albumina (1% p/v) y azida de sodio (0,1% p/v) y
posteriormente se agregd la mezcla de los anticuerpos anti-CD71, anti-CD73, anti-
CD98 y anti-CD133, de acuerdo a la técnica de Sharma et al. ™2 Las células se
incubaron con los anticuerpos a temperatura ambiente con agitacion ligera durante

30 minutos. Finalmente se realiz6 un lavado y se fijé con paraformaldehido al 1% pl/v.

Las muestras tefiidas se leyeron en el citbmetro de flujo FACSCanto Il. Se
adquirieron al menos 20 000 eventos provenientes de la regién de células no
agregadas o individuales y se determind la MFI de las marcas fluorescentes
correspondientes a cada anticuerpo. Los resultados obtenidos se analizaron con el

software FlowJo V10. El esquema general de analisis se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Estrategia de analisis para la evaluacion de la expresién de los marcadores involucrados en el metabolismo.
a) La grafica de tamafio (area) contra tamafio (amplitud) nos permitié discriminar los agregados. b) A partir de las células
individuales se realiz6 la grafica de tamafio contra granularidad. ¢) De la poblacién de células tumorales seleccionada en la
gréfica b), se realizaron los histogramas correspondientes a la fluorescencia de cada marcador: a) = CD71 (APC), b) = CD73
(PerCP-eFluor 710), ¢) = CD98 (FITC) y d) = CD133 (PE). A partir de los histogramas correspondientes a las células positivas, se
calculo la MFI, la cual es directamente proporcional a la expresion de cada molécula.
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Analisis estadistico
El andlisis estadistico se realiz6 con el programa GraphPad Prism 5. Para determinar
si habia diferencia significativa entre las diferentes condiciones de cultivo se utilizé

ANOVA de una via. Las pruebas post hoc que se emplearon fueron:

e Prueba de Dunnett para comparar la masa mitocondrial y la viabilidad celular.
Todas las condiciones de cultivo se compararon contra las células cultivadas
en medio con glucosa, pH 7,2 y normoxia (control).

e Prueba de Bonferroni para comparar potencial de membrana mitocondrial,
capacidad reductora celular y la expresion de los marcadores involucrados en
el metabolismo energético. Las comparaciones se realizaron entre todas las

condiciones de cultivo.

Se consideré una p<0,05 como diferencia estadisticamente significativa.
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Resultados

Las lineas celulares de carcinoma pulmonar mostraron diferente
susceptibilidad a los cambios de fuente de carbono, pH y tension de

oxigeno

Estudios previos han demostrado que la hipoxia puede inducir apoptosis en las
células tumorales y que la acidosis lactica también puede afectar la viabilidad. 1" "®
11 para determinar si nuestras condiciones de cultivo (glucosa o lactato, pH 6,2 o
7,2 e hipoxia o normoxia) estaban modificando la viabilidad de las células de
carcinoma pulmonar se utilizé el método de determinacion de apoptosis por marcaje
con Anexina V y 7-AAD, empleando citometria de flujo (Figura 15). Ademas, se
tomaron microfotografias de las células a las 48 horas de cultivo en cada condicion

(Figura 16).
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Figura 15. Esquema representativo del analisis de viabilidad de las lineas de
carcinoma pulmonar. Se presenta el andlisis de un experimento representativo de cada
linea celular cultivada en medio con glucosa a pH 7,2 y normoxia. Se utilizé el método de
determinacion de apoptosis por marcaje con Anexina V y 7-AAD y se evalu6 mediante
citometria de flujo. Células viables (Anexina V y 7-AAD negativas), células apoptoticas
tempranas (Anexina V positivas y 7-AAD negativas), células apoptoticas tardias o necroticas
(Anexina V v 7-AAD positivas).
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En la linea celular A-549, sélo el lactato (lactosis) en combinacion con la baja tension

de oxigeno (hipoxia) produjo alteraciones en la morfologia de las células. En estas
condiciones se observaron células redondas y algunas ligeramente alargadas,
ambas de menor tamafio en comparacion con las células del resto de las condiciones
de cultivo. Ademas, la proliferacion de las células cultivadas en lactosis hipoxica fue
menor que la del resto de las células (Figura 16, microfotografias 7 y 8).

La viabilidad de las células A-549 al cultivarlas en el medio con glucosa, pH 7,2 y
normoxia (condiciones control) fue de 86 + 1% (Figura 16, microfotografia 2 y Figura
17). En las células cultivadas en lactosis e hipoxia, la viabilidad disminuy6 a 63 + 6%
en pH 6,2y a5l + 13% en pH 7,2 (p<0,05). El porcentaje de apoptosis tardia o
necrosis en las células cultivadas en lactosis hipdxica incrementd significativamente
(p<0,05), siendo de 28 + 4% en pH 6,2 y 40 + 12% en pH 7,2 (Figura 17). En el resto
de las condiciones de cultivo el porcentaje de viabilidad se mantuvo alrededor del

90%, sin encontrarse diferencias significativas respecto al control (Figura 17).

En la linea celular Calu-1, cuando el lactato fue la fuente de carbono se observaron
células redondas con prolongaciones en los extremos. El tamafio y la proliferacion de
dichas células fueron menores a los de las células cultivadas en el resto de las
condiciones (Figura 16, microfotografias 11, 12, 15 y 16). Ademas, el andlisis por
citometria de flujo mostré que las células cultivadas en un pH acido tenian un menor
tamafio pero una mayor granularidad que las células cultivadas en pH neutro

(Experimento representativo en la Figura 18).

La viabilidad de la linea celular Calu-1 cultivada en medio con glucosa, pH 7,2 y
normoxia fue de 72 + 14% (Figura 16, microfotografia 10 y Figura 17). Ninguno de
los cambios en fuente de carbono, pH y tensibn de oxigeno modificd
significativamente la viabilidad celular (Figura 17).
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Figura 16. Microfotografias de las lineas celulares de carcinoma pulmonar en las diferentes condiciones de cultivo.
Las células A-549 y Calu-1 se cultivaron en diferente fuente carbono, pH y tension de oxigeno durante 48 h. Se muestran
las microfotografias de un experimento representativo. Aumento: 10X
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Figura 17. Porcentaje de células viables, apoptéticas tempranas y apoptéticas
tardias/necrdticas en las lineas celulares de carcinoma pulmonar cultivadas bajo diferentes
condiciones durante 48 horas. Las barras representan los valores promedio con la desviacion
estandar de dos cultivos independientes para la linea A-549 y tres para la linea Calu-1 (*, p<0,05 vs
Glu 7,2 N). Glucosa (Glu), lactato (Lac), pH 6,2 (6,2), pH 7,2 (7,2), normoxia (N), hipoxia (H).
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En lactosis neutra se observo una disminucion de la masa mitocondrial

en las lineas de carcinoma pulmonar

En varios tipos de cancer se han detectado alteraciones en la masa mitocondrial
celular y recientemente, se ha propuesto que de acuerdo a las condiciones
microambientales, algunos tipos de células tumorales pueden usar el ciclo de Krebs y
la fosforilacién oxidativa. 2% 7® 82 118l por |o anterior, se decidié determinar la masa
mitocondrial de las lineas A-549 y Calu-1 cultivadas bajo las distintas condiciones de
estrés durante 48 horas. Mediante la tincibn con yoduro de propidio, las células
viables se discriminaron de las células apoptéticas tardias o necréticas (Figura 19) y
la masa mitocondrial se determind mediante la tincion con MitoTracker Green,

empleando citometria de flujo.
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MITOTRACKER GREEN

Figura 19. Esquema representativo de la seleccién de células viables para la
determinacién de masa mitocondrial en las lineas de carcinoma pulmonar. Se
presenta el andlisis de un experimento representativo de cada linea celular cultivada en
medio con glucosa, pH 7,2 y normoxia durante 48 horas. Las células se tifieron con
yoduro de propidio (Pl) y MitoTracker Green y se analizaron mediante citometria de
flujo. Células viables (Pl negativas), células apoptéticas tardias o necréticas (Pl
positivas).

La masa mitocondrial de la linea celular A-549 disminuy¢ significativamente (p<0,05
vs control) en las condiciones en que se cultivd con lactato, excepto cuando se

cultivaron en acidosis lactica y normoxia (87 + 19%). Las células cultivadas en medio
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con lactato a pH 7,2 e hipoxia presentaron la mayor disminucion en el porcentaje de
masa mitocondrial (26 + 8%). Ademas, las células A-549 mostraron una tendencia a
disminuir la masa mitocondrial en hipoxia y en pH 7,2 respecto a sus contrapartes

normoéxica y acida, respectivamente (Figura 20).

Las células de la linea celular Calu-1 cultivadas en lactosis disminuyeron su masa
mitocondrial respecto al control (p<0,05). La disminucion del porcentaje de masa
mitocondrial de dichas células varié en un rango del 43% al 58%. Al igual que en la
linea celular A-549, las células cultivadas en la condicion de lactosis pH 7,2 e hipoxia
presentaron la mayor disminucion en el porcentaje de masa mitocondrial (43 + 10%).
En las células Calu-1 también se presenté una tendencia a disminuir la masa
mitocondrial en hipoxia; sin embargo, la tendencia fue menos pronunciada que en las
células A-549 (Figura 20).
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Figura 20. Efecto de las condiciones de cultivo sobre la masa mitocondrial de las lineas
celulares de carcinoma pulmonar. Las células se cultivaron durante 48 horas en cada condicion.
La masa mitocondrial se determind utilizando Mitotracker Green (MTG). A) Histogramas de un
experimento representativo de cada linea celular B) Intensidad media de fluorescencia (MFI) del
MTG representado como porcentaje respecto al control (Glu 7,2 normoxia). Las barras representan
los valores promedio con la desviacion estandar de tres cultivos independientes para ambas lineas
celulares. (*, p<0,05 vs Glu 7,2 normoxia). Glucosa (Glu), lactato (Lac), pH 6,2 (6,2), pH 7,2 (7,2).
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El potencial de membrana mitocondrial presenté un comportamiento
diferente en cada linea celular

En varios carcinomas se ha observado un potencial de membrana mitocondrial (Ayn)
elevado en comparacion con células epiteliales normales, proponiéndose que este

Ay, elevado se debe a una menor actividad de la fosforilacién oxidativa. 27 77 119

Sabiendo que la masa mitocondrial de las lineas celulares de carcinoma pulmonar
puede ser modificada por las condiciones de cultivo, fue importante saber si el Ay,
también se modificaria como respuesta al microambiente. Para descartar que los
cambios observados fueran debidos a las células muertas, se empled la técnica de
determinacién de apoptosis por marcaje con Anexina V y 7-AAD, descrita
anteriormente (pagina 34). Por lo anterior, el analisis del Ay, se realiz6 Unicamente

en las células viables.

El Ay, se determind mediante tincion con JC-1 y citometria de flujo. El Ayn
mitocondrial es directamente proporcional al cociente de la intensidad media de las
fluorescencias emitidas por el JC-1 en las longitudes de onda roja (590 nm) y verde
(529 nm) (cociente MFlsgo/MFls29).

Una observacion interesante fue que mientras en la linea celular Calu-1 el valor del
cociente MFlsgo/MFls29 fue homogéneo en toda la poblacién, las células A-549
presentaron dos poblaciones con diferente potencial: una con un cociente
MFls90/MFls29 bajo (JAwm) Yy otras con un MFlsgo/MFlsyg alto (1Awm) (Figura 21).
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Figura 21. Potencial de membrana mitocondrial de las lineas celulares de carcinoma pulmonar.
Se muestra un experimento representativo de cada linea celular cultivada en medio con glucosa a pH
7,2 y normoxia durante 48 horas. El potencial se determind Unicamente en las células viables
utilizando JC-1 y citometria de flujo. Se presentan los gréaficos de fluorescencia verde (529 nm) vs
fluorescencia roja (590 nm), asi como los histogramas de las fluorescencias individuales. |Ay = Bajo
potencial, 1Ay = Alto potencial.

Para comprobar que bajo nuestras condiciones experimentales era posible detectar
cambios en el Ay, y que nuestras lineas celulares eran sensibles al tratamiento con
disruptores del Ay, se empled el carbonil cianuro 3-clorofenilhidrazona (CCCP). La

CCCP es un acido débil que abate el Ay,.

En la linea celular A-549, el tratamiento con CCCP dio lugar a una sola poblacién
(Figura 22 A) con un cociente MFlsgo/MFlso9 de 0,200 (Figura 22 B). En la linea
celular Calu-1, la CCCP disminuyd el Ay, (Figura 22 A), siendo el cociente
MFlsgo/MFls29 similar al de la linea celular A-549 (cociente MFlsgo/MFls9 = 0,201)
(Figura 22 B).
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Figura 22. Potencial de membrana mitocondrial de las lineas celulares de carcinoma pulmonar
tratadas con y sin CCCP. Las lineas celulares se cultivaron en medio con glucosa a pH 7,2 y en
normoxia. Después de 48 horas, las células correspondientes se trataron con CCCP como se indica en
el apartado de Materiales y Métodos. El potencial

se determiné solamente en las células viables,
utilizando JC-1 y citometria de flujo. Los cocientes MFIsq0/MFls09 Se calcularon dividiendo la intensidad

media de la fluorescencia (MFI) emitida por el JC-1 en la longitud de onda roja (590 nm) entre la MFI
emitida en la longitud de onda verde (529 nm). A) Gréficos representativos de fluorescencia verde (529

nm) vs fluorescencia roja (590 nm) e histogramas de las fluorescencias individuales. B) Cocientes

MFlseo/MFls,9 (Escala logaritmica). Las barras representan los valores promedio con la desviacion
estandar de dos cultivos independientes para la linea A-549 y tres para la linea Calu-1. Glucosa (Glu),
pH 7,2 (7,2), normoxia (N), Ay = Bajo potencial, 1Ay = Alto potencial.
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El potencial de membrana mitocondrial de la linea celular A-549
presentd una mayor susceptibilidad ante los cambios en el

microambiente que la linea celular Calu-1

Las células A-549 presentaron dos poblaciones con bajo y alto Ay,
independientemente de la fuente de carbono, el pH o la tensiéon de oxigeno. En la
poblacién con bajo Ay, el cociente MFIsgo/MFIs29 Nno cambid significativamente al
modificar las condiciones de cultivo, lo que indica que el Ay, de esta poblacién se
mantuvo constante. En la poblacion con alto Ayn, las células cultivadas con lactato e
hipoxia incrementaron su cociente MFlsg/MFlsp9 en comparacidon con sus
contrapartes normoxicas (p<0,05). El cociente MFIsqo/MFls29 de las células cultivadas
en lactosis normoxica fue de 0,98 + 0,17 a pH 6,2 y de 0,84 + 0,13 a pH 7,2;
mientras que el de las células cultivadas en lactosis hipoxica fue de 1,64 + 0,18 a pH
6,2y de 2,29 + 0,46 a pH 7,2 (Figuras 23y 24 A).

La distribucion de las células A-549 con bajo y alto cociente MFlsgo/MFlsp9 (|AWm Y 1
Ayn) se modificé de acuerdo a las condiciones de cultivo. El porcentaje de células
con alto potencial se incrementd en todas las condiciones hipoxicas respecto a sus
contrapartes normoxicas; sin embargo, el incremento sélo fue significativo cuando se
utilizé lactato como fuente de carbono. El porcentaje de células en lactosis normoxica
con t1Ayn, fue de 19 + 8% a pH 6,2y 8 + 3% a pH 7,2; mientras que el porcentaje de
células en lactosis hipéxica con tAyy, fue de 51 + 0,3% a pH 6,2y 76 + 11% a pH
7,2 (Figura 24 A). En particular, el incremento en el porcentaje de células con alto
potencial en la condicion lactosis, pH 7,2 e hipoxia fue significativo en comparacion
con el resto de las condiciones de cultivo, que oscilaron entre el 8% y el 51% de

células con 1Ay (Figura 24 A).

La linea celular Calu-1 no mostré diferencias significativas en el cociente
MFls90/MFls29 €n ninguna de las condiciones de cultivo, indicando que el Ay, de esta
linea celular no fue susceptible ante los cambios en la fuente de carbono, pH o

tensién de oxigeno (Figuras 23 y 24 B).
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Figura 23. Histogramas de fluorescencia roja representativos del andlisis de
potencial de membrana mitocondrial en las lineas celulares de carcinoma
pulmonar. Las células se cultivaron durante 48 horas en cada condicion. El
potencial de las células viables se determin6 mediante tincién con JC-1 y citometria
de flujo. Glucosa (Glu), lactato (Lac), pH 7,2 (7,2), normoxia (N), hipoxia (H)
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Figura 24. Efecto de las condiciones de las condiciones de cultivo sobre el potencial de
membrana mitocondrial de las lineas celulares de carcinoma pulmonar. Las células se
cultivaron durante 48 horas en cada condicion. El potencial de membrana mitocondrial de la
poblacion de células viables se determiné utilizando JC-1. Los cocientes MFlsqo/MFls,g Se calcularon
dividiendo la intensidad media de la fluorescencia (MFI) emitida por el JC-1 en la longitud de onda
roja (590 nm) entre la MFI emitida en la longitud de onda verde (529 nm). Las barras representan los
valores promedio con la desviacion estandar de dos cultivos independientes para la linea A-549 y
tres para la linea Calu-1. (#, p<0,05 para la comparacion indicada; *, p<0,05 vs el resto de las
condiciones de cultivo) Glucosa (Glu), lactato (Lac), pH 6,2 (6,2), pH 7,2 (7,2), normoxia (N), hipoxia

(H).
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Las lineas celulares de carcinoma pulmonar cultivadas con glucosa e
hipoxia mostraron una tendencia a incrementar su capacidad

reductora celular

En las células tumorales se ha observado una glicélisis incrementada, baja actividad
de la fosforilacion oxidativa y alta actividad de la via de las pentosas fosfato, por lo
que se esperaria la acumulacion intracelular de NADH y NADPH (aumento de la
capacidad reductora celular respecto a células normales). Sin embargo, si las células
malignas son capaces de cambiar su metabolismo de acuerdo a las condiciones de
cultivo, se esperaria que la capacidad reductora también se modificara en funcion de
las condiciones de cultivo. Por lo anterior, evaluamos la capacidad reductora de las
lineas de carcinoma pulmonar al modificar las condiciones de cultivo, la fuente de
carbono, el pH y la tension de oxigeno. A las 48 horas de cultivo se evalud la
capacidad reductora celular mediante el ensayo del alamarBlue y fluorometria. La
fluorescencia del alamarBlue por célula es directamente proporcional a la capacidad
reductora celular. Para el analisis estadistico, se utilizo la relacion de fluorescencia
por 1000 células (F/1000).

En la linea celular A-549, no hubo diferencia significativa en la relacion F/1000 entre
las diferentes condiciones de cultivo analizadas, lo que indica que la capacidad
reductora de las células fue similar en todos los cultivos. Sin embargo, se observa
una tendencia en la que la capacidad reductora celular en condiciones hipdxicas

aumenta respecto a sus contrapartes normoxicas (Figura 25).

En la linea celular Calu-1, no hubo diferencia significativa en la F/1000 entre las
diferentes condiciones de cultivo en normoxia, lo que indica que la capacidad
reductora de las células fue similar entre los cultivos en normoxia. Sin embargo, entre
los cultivos en hipoxia, la F/1000 de las células cultivadas con lactato fue menor que
la de las células cultivadas con glucosa (p<0,05 entre las células cultivadas con
lactato y las células cultivadas con glucosa a pH 6,2) (Figura 25). Lo anterior indica

que la capacidad reductora de las células Calu-1 cultivadas con lactato es
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independiente de la tension de oxigeno, mientras que en las células cultivadas con

glucosa la capacidad reductora aumenta a bajas tensiones de oxigeno.

7
%
Glu62 Glu72 Lac62 Lac72 Glug2 Glu72 Lac62 Lac72
A-549 Calu-1
E3A Normoxia Hipoxia

Figura 25. Efecto de las condiciones de las condiciones de cultivo sobre la capacidad
reductora de las lineas celulares de carcinoma pulmonar. Las células se cultivaron durante 48
horas en cada condicion. La capacidad reductora se determiné mediante el ensayo del alamarBlue.
En el eje y se grafica la fluorescencia emitida por 1000 células viables. Las barras representan los
valores promedio con la desviacion estandar de cuatro cultivos independientes para la linea A-549 y
tres para la linea Calu-1. (#, p<0,05 vs Glu 7,2 normoxia *, p<0,05 vs Glu 6,2 hipoxia) Glucosa
(Glu), lactato (Lac), pH 6,2 (6,2), pH 7,2 (7,2), normoxia (N), hipoxia (H)

Fluorescencia/1000 células
Fluorescencia/1000 células

ANNT..
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Expresion de los marcadores de membrana involucrados en el

metabolismo energético

El metabolismo celular est4 estrechamente relacionado con la expresion de proteinas
de membrana con funciones enzimaticas y de transporte (marcadores de
metabolismo). La expresidbn de estas moléculas da un panorama general del
metabolismo que opera en las células. En este estudio se evalud la expresion de las
proteinas CD71 (receptor de transferrina asociado al metabolismo del hierro), CD73
(ecto-5’-nucleotidasa asociada al metabolismo energético), CD98 (transportador de
aminoacidos) y CD133 (marcador de células madre asociado a hipoxia tumoral) en
las células de carcinoma pulmonar expuestas a las distintas condiciones de cultivo
durante 48 horas. La evaluacion se realiz6 mediante inmunofluorescencia y
citometria de flujo. La intensidad media de la fluorescencia (MFI) debida a la marca
fluorescente de cada anticuerpo es directamente proporcional a la expresion del

marcador correspondiente.
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Los resultados de los marcadores CD71, CD73 y CD98 se muestran en los

siguientes apartados. Ninguna de las lineas de carcinoma pulmonar expreso la

proteina CD133 (Datos no mostrados).

Las células A-549 cultivadas en acidosis ldctica e hipoxia incrementaron la
expresion del receptor de transferrina CD71

En los cultivos con glucosa, pH 7,2 y normoxia, el 97 + 0,5% de las células A-549 y
el 90 + 9% de las células Calu-1 expresaron el receptor de transferrina CD71
(células CD71+). Al modificar las condiciones de cultivo, el porcentaje de células
CD71+ no cambi6 significativamente en ninguna de las lineas celulares de carcinoma

pulmonar (Figura 27).

Las células A-549 CD71+ cultivadas en acidosis lactica e hipoxia mostraron una
mayor MFI (MFI = 613 + 187) que en normoxia (MFI = 307 + 63) (p<0,05), lo que
indica una mayor expresion del receptor de transferrina en las células cultivadas en

acidosis lactica e hipoxia (Figuras 26 y 27).

En la linea celular Calu-1, ninguna de las condiciones de cultivo modifico
significativamente la MFI, lo que indica que la expresion del receptor CD71 en esta
linea celular no fue susceptible a los cambios en las condiciones de cultivo (Figuras
26y 27).

Calu-1

NUMERO RELATIVO
DE CELULAS

L aaay | Ty

v

CD71 (APC)

. Control de Lactato 6,2 Normoxia . Lactato 6,2 Hipoxial Glucosa 7,2 Normoxia| | Glucosa 7,2 Hipoxia
Isotipo MFI =351 MFI = 745 MFI =130 MFI =117
Figura 26. Histogramas representativos de la expresion del receptor de
transferrina CD71 en las lineas de carcinoma pulmonar bajo las distintas
condiciones de cultivo. Las células se cultivaron durante 48 horas en cada condicion.
La expresion del receptor de transferrina se evalué mediante inmunofluorescencia con

un anticuerpo anti-CD71 marcado con APC y citometria de flujo.
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Figura 27. Efecto de las condiciones de cultivo sobre la expresién del receptor de
transferrina CD71 en las lineas celulares de carcinoma pulmonar. Las células se cultivaron
durante 48 horas en cada condicion. A) Porcentaje de células que expresaron el receptor CD71
(células CD71+) B) Intensidad media de fluorescencia (MFI) de las células CD71+. Las barras
representan los valores promedio con la desviacién estandar de dos cultivos independientes para
la linea A-549 y tres para la linea Calu-1. (*, p<0,05 vs Lac 6,2 normoxia). Glucosa (Glu), lactato
(Lac), pH 6,2 (6,2), pH 7,2 (7,2)
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Las células Calu-1 cultivadas con lactato disminuyeron la expresion de la ecto-
5’-nucleotidasa CD73

En el cultivo con glucosa, pH 7,2 y normoxia, el 53 + 13% de las células A-549
expresod la ecto-5-nucleotidasa CD73. Al modificar las condiciones de cultivo, el
porcentaje de células A-549 CD73+ tendié a incrementar con la acidosis; sin
embargo, el incremento sélo fue significativo para las células cultivadas en medio con
glucosa, pH 6,2 y normoxia (70 + 13%), respecto a las células cultivadas con glucosa

a pH 7,2 y normoxia (p<0,05) (Figura 29). En las células cultivadas en acidosis,
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también la MFI aumentd respecto a las células cultivadas en pH neutro. Este
incremento soOlo fue significativo cuando las células se incubaron en medio con
glucosa y normoxia (MFI en pH 6,2 = 72 + 29, MFI en pH 7,2 = 36 + 8) (Figuras 28y
29) El cambio de la fuente de carbono y la tension de oxigeno no modificaron la

expresion de la ecto-5’-nucleotidasa CD73 (Figura 29).

El porcentaje de células Calu-1 que expresaron la ecto-5-nucleotidasa CD73 se
mantuvo entre el 83% y el 88% en todas las condiciones de cultivo (Figura 29). Sin
embargo, en las células cultivadas con lactato, la MFI disminuyd respecto a las
células cultivadas con glucosa (p<0,05) (Figuras 28 y 29). Estos datos indican que el
cultivo con lactato provoca que la cantidad de ecto-5-nucleotidasa CD73 en la
superficie de las células sea menor. La acidosis y la hipoxia no afectaron
significativamente la expresion de la proteina CD73 en las células Calu-1 (Figura 29).

o A-549 - Calu-1

NUMERO RELATIVO
DE CELULAS

CD73 (PerCP-eFluor 710)

[ control de Glucosa 7,2 Normoxia . Glucosa 6,2 Normoxia Lactato 6,2 Normoxia

Isotipo MFI A-549 = 41,4 MFI A-549 = 92,2 MFI = 351

MFI Calu-1 = 394 MF1 = 110

Figura 28. Histogramas representativos de la expresién de la ecto-5*-
nucleotidasa CD73 en las lineas de carcinoma pulmonar bajo las distintas
condiciones de cultivo. Las células se cultivaron durante 48 horas en cada
condicién. La expresion de la ecto-5-nucleotidasa CD73 se evalu6 mediante
inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-CD73 marcado con PerCP-
eFluor710 y citometria de flujo.
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Figura 29. Efecto de las condiciones de cultivo sobre la expresion de la ecto-5’-nucleotidasa
CD73 en las lineas celulares de carcinoma pulmonar. Las células se cultivaron durante 48
horas en cada condicién. A) Porcentaje de células que expresaron el receptor CD73 (células
CD73+) B) Intensidad media de fluorescencia (MFI) de las células CD73+. Las barras representan
la desviacion estandar de dos cultivos independientes para la linea A-549 y tres para la linea Calu-
1. (#, p<0,05 vs Glu 7,2 normoxia; *, p<0,05 vs las células cultivadas en el mismo pH y la misma
tension de oxigeno pero con glucosa). Glucosa (Glu), lactato (Lac), pH 6,2 (6,2), pH 7,2 (7,2)

La expresion del transportador de aminodcidos CD98 fue susceptible a la

hipoxia en linea celular A-549 y a la lactosis en la linea celular Calu-1

El porcentaje de células A-549 que expreso el transportador de aminoacidos CD98
(células CD98+) fue superior al de las células Calu-1 (Figuras 30 y 31). La linea
celular A-549 cultivada en medio con glucosa a pH 7,2 y normoxia expreso la
glicoproteina CD98 en el 88 + 7% de sus células, mientras que la linea celular Calu-
1 expresé el transportador en el 25 + 2% de sus células, bajo las mismas

condiciones. El porcentaje de células A-549 que expresaron el transportador CD98
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no se modifico significativamente al variar las condiciones de cultivo. El porcentaje de

células Calu-1 CD98+ tendio a incrementar en lactosis; sin embargo, el incremento

s6lo fue significativo para las células cultivadas en lactosis a pH 7,2 y normoxia

(p<0,05 vs glucosa 7,2 normoxia) (Figuras 30 y 31).

En las células de la linea A-549 cultivadas en hipoxia, la MFI tendio a incrementar
respecto a las células cultivadas en normoxia, indicando una mayor expresion del
transportador CD98 en las condiciones con baja tension de oxigeno (Figuras 30 y
31). La MFI en normoxia se mantuvo entre 50 y 58, mientras que en hipoxia oscild

entre 81 y 93. El pH y la fuente de carbono no alteraron los niveles de expresion del

transportador de aminoacidos (Figura 31).

Las células Calu-1 mostraron una tendencia a aumentar la expresién del marcador
CD98 cuando se utiliz6 lactato como fuente de carbono (MFI = 4,4-52) en
comparacion con las células cultivadas en glucosa (MFI = 3,4-4,2); sin embargo, este
aumento solo fue significativo en las células cultivadas con lactato, pH 7,2 y normoxia
(MFI = 5,2 + 1,0) respecto a las cultivadas con glucosa a pH 7,2 y normoxia (MFI =

3,4 + 0,6). Los cambios en el pH y la tensién de oxigeno no afectaron la expresion

del transportador CD98 (Figuras 30y 31).

\ A-549 Calu-1

100 |

an-: |||
BU-: f' |

a0 | |

NUMERO RELATIVO
DE CELULAS

20 | ||

CDY8 (FITC)

Il control de [ Glucosa 7,2 Normoxia [\ Gjucosa 7,2 Hipoxia [llLactato 7,2 Normoxia
Isotipo MFI A-549 = 54,9 MFI = 96,6 MFI = 4,5
MFI Calu-1 = 3,3
Figura 30. Histogramas representativos de la expresidon del transportador de
aminoacidos CD98 en las lineas de carcinoma pulmonar bajo las distintas
condiciones de cultivo. Las células se cultivaron durante 48 horas en cada condicion.
La expresion del transportador CD98 se evalué mediante inmunofluorescencia con un
anticuerpo anti-CD98 marcado con FITC y citometria de flujo.
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Figura 31. Efecto de las condiciones de cultivo sobre la expresién del transportador de
aminoacidos CD98 en las lineas celulares de carcinoma pulmonar. Las células se cultivaron
durante 48 horas en cada condicién. A) Porcentaje de células que expresaron la glicoproteina CD98
(células CD98+) B) Intensidad media de fluorescencia (MFI) de las células CD98+. Las barras
representan los valores promedio con la desviacién estandar de dos cultivos independientes para la
linea A-549 y tres para la linea Calu-1. (#, p<0,05 vs las células cultivadas en el mismo pH vy la
misma fuente de carbono pero en normoxia; *, p<0,05 vs Glu 7,2 normoxia). Glucosa (Glu), lactato
(Lac), pH 6,2 (6,2), pH 7,2 (7,2)
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Discusion

En el microambiente tumoral de tumores sélidos pueden presentarse gradientes de
glucosa, regiones de hipoxia y normoxia, lactosis y acidosis. En este estudio nos
preguntamos si las células tumorales de carcinoma pulmonar eran capaces de
cambiar su metabolismo energético para sobrevivir a las condiciones cambiantes del

microambiente.

La viabilidad promedio de las células de carcinoma pulmonar cultivadas en las
diferentes condiciones fue de 83% para A-549 y 70% para Calu-1. La viabilidad
celular sélo fue significativamente menor respecto al control (células cultivadas en
medio con glucosa, pH 7,2 y normoxia) en las células A-549 cultivadas en lactosis
hipoxica, sugiriendo que en esta condicion las células A-549 mueren por apoptosis o
necrosis, ya que el proceso de apoptosis transcurre en un tiempo estimado de 12 a

24 h y nuestros cultivos fueron de 48 h. [°7)

Para sobrevivir en los distintos cultivos, las lineas celulares de carcinoma pulmonar
modificaron su metabolismo energético de acuerdo a las condiciones en que se
encontraban. Nuestros resultados muestran que en hipoxia la linea celular de
carcinoma pulmonar A-549 disminuyé su masa mitocondrial, fendmeno que se ha
descrito previamente en las células A-549 y en células tumorales de glioma. > 24 g
disminucién de la masa mitocondrial a bajas tensiones de oxigeno podria deberse a
que una concentracion reducida del aceptor final de electrones de la cadena
transportadora de electrones hace que la utilizacion y los requerimientos celulares de
sintetizar mitocondrias disminuyan. La disminucién de la masa mitocondrial en
hipoxia es consistente con el incremento de la capacidad reductora en las mismas
condiciones, ya que gran parte del NADH celular se oxida en la mitocondria, por lo
que al haber menos mitocondrias disponibles el poder reductor se acumula (Figura
33). Sin embargo, en la linea celular Calu-1 el cultivo con lactato indujo una

respuesta metabdlica diferente que mantuvo el poder reductor independiente del
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metabolismo oxidativo mitocondrial, pero que es suficiente para la supervivencia

celular (Figura 37).

El potencial de membrana mitocondrial (Aym,) se comporté diferente en las lineas
celulares de carcinoma pulmonar. En la linea celular A-549 se observaron dos
poblaciones con diferente Ayn, mientras que en la linea celular Calu-1 sélo se
identific6 una poblacién. La heterogeneidad del Ay, en las células A-549 podria
deberse a una alta actividad de la mitocondria que implica eventos que incrementan
el Ayn, (como la constante expulsion de protones) y eventos que lo disipan (como la
apertura de canales ionicos, sintesis de ATP y “proton leak”), llevando a un potencial
sujeto a hiperpolarizaciones y despolarizaciones transitorias que se reflejan a nivel
celular. ¥ Sin embargo, la heterogeneidad del Ay, también podria ser causada por
la presencia de subclonas celulares con un Ay, relativamente estable pero diferente
entre ellas, fendmeno que se ha observado en lineas celulares de cancer de colon y
de mama “* “¥ y que podria ocurrir en las células A-549. Para determinar la causa
de la heterogeneidad del Ay, en la linea de adenocarcinoma pulmonar A-549 es

necesario realizar estudios sobre la estabilidad del Ay, en cada poblacion.

A pesar de observarse un comportamiento diferente del Ay, de las lineas de
carcinoma pulmonar, tanto las células A-549 como las células Calu-1 tendieron a
presentar un alto Aym (1Awm) en hipoxia. En las células A-549 sometidas a hipoxia
se observé una tendencia a incrementar el porcentaje de células con tAyn,, asi como
el Ay, de dicha poblaciéon (dado por un incremento del cociente MFlsgos29) CON
respecto a sus contrapartes normoxicas. Particularmente, a pesar de que las células
cultivadas en lactosis hipoxica tuvieron una menor viabilidad celular, las células que
sobrevivieron a dichas condiciones presentaron un alto Ayn,. Esto sugiere que el
incremento del porcentaje de células con 1Ay, en los cultivos en hipoxia se debe a
qgue las células con bajo Ay, fueron mas susceptibles a morir por hipoxia y por lo
tanto, esta poblacién disminuyé. Por otro lado, la linea celular Calu-1 present6é un
Ay, elevado que, al igual que la viabilidad celular, no se modifico significativamente
en ninguna de las condiciones de cultivo. En conjunto, estos resultados llevan a

proponer que un Ay, elevado favorece la supervivencia de las células tumorales en
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las condiciones adversas del microambiente tumoral, como lo es la hipoxia. Otros

reportes han sefialado que las células tumorales tienden a incrementar su Ay, en

hipOXia [24, 49, 124]

y que las células tumorales con un Ay, elevado tienen una mayor
resistencia a la hipoxia, a la apoptosis y a la quimioterapia, asi como una mayor
expresion de metaloproteinasas y una menor diferenciacion. * #4 13% Dichos factores

se asocian con un alto potencial maligno.

Nuestros resultados muestran que en la linea celular A-549, las células con alto
potencial tienden a incrementar aun mas su Ay, en hipoxia, mientras que la linea
Calu-1 no modifica su Ayn,. En glioma se ha observado que existen lineas celulares
que durante la hipoxia incrementan su Ay, y disminuyen su viabilidad (células
sensibles a hipoxia), mientras que otras estabilizan su Ay, sin afectar su viabilidad
(células tolerantes a hipoxia). *2¥ Esto sugiere que la linea A-549 podria ser sensible
a hipoxia, mientras que la linea Calu-1 podria ser tolerante. Sin embargo, nosotros
observamos que la viabilidad de las células A-549 (posiblemente sensibles a hipoxia)
cultivadas con baja tension de oxigeno no disminuyé cuando la glucosa fue la fuente
de carbono. Wu et al demostraron que cuando se afecta la fosforilacién oxidativa de
las células A-549 cultivadas con glucosa, ocurre un incremento de la actividad
glicolitica, por lo que es posible que este mecanismo compensatorio contribuya al
mantenimiento de la viabilidad en hipoxia y en presencia de glucosa (Figura 33). *9
Ademas, las condiciones hipdxicas provocaron un aumento en la expresion del
transportador de aminoacidos CD98 en las células A-549, lo que significa un
aumento en el catabolismo de los aminoacidos, probablemente como un efecto
compensatorio a la mayor susceptibilidad de esta linea celular a la hipoxia y a la

disminucién de la fosforilacion oxidativa (Figura 33).

Un Ayn, elevado significa una alta expulsion de protones al espacio intermembranal.
Se ha observado que en hipoxia, para evitar que el bajo transporte de electrones
provogue una disminucién del Ay, por debajo del umbral requerido para otras
funciones mitocondriales, se inicia una actividad reversa de la ATP sintasa (como
ATPasa), la cual se acompafia de la exportacion de protones de la matriz

mitocondrial al espacio intermembranal y, por lo tanto, de un incremento en el Ay,.
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[16. 1181 Algunos autores han propuesto que en las células tumorales este proceso
ocurre de forma constitutiva, por lo que la mayoria de las células malignas poseen un
Ay, constitutivamente elevado, ** como ocurre en las células Calu-1 (Figuras 36 y
37).

El cultivo con lactato provoco una disminucién de la masa mitocondrial en ambas
lineas celulares, con excepcion de las células A-549 cultivadas en acidosis lactica y
normoxia. La menor masa mitocondrial de la mayoria de las células cultivadas con
lactato podria deberse a la degradacion de las mitocondrias por mitofagia (Figura
37), un proceso de resistencia a la muerte celular que ocurre cuando la actividad

mitocondrial se afecta excesivamente o en condiciones de privacién de nutrientes. ©*
76]

En la linea celular Calu-1 cultivada con lactato podria ocurrir un estado de inanicion,

como se ha reportado en las células MCF-7 y 4T1, 1181371

ya gue dichas células Calu-
1 mostraron una mayor expresion del transportador de aminoacidos CD98 y una
menor expresion de la ecto-5-nucleotidasa CD73, indicando un incremento en el
consumo de amino&cidos (considerados una fuente de energia alterna) y una menor
liberacion de AMP posiblemente debida a una menor utilizacién de ATP (Figura 37).
Ademas, la menor proliferacion de la linea celular Calu-1 cultivada con lactato, podria
estar relacionada con un arresto en el ciclo celular que las mantiene
metabdlicamente menos activas y ahorra energia, como se ha observado en la linea

celular 4T1. 237

Por otra parte, el mantenimiento de la masa mitocondrial de las células A-549
cultivadas en acidosis lactica y normoxia indica que para estas células cultivadas en
las condiciones mencionadas, el metabolismo mitocondrial es importante para la
supervivencia (Figura 34), probablemente debido a lo encontrado en tumores de
cancer de mama, en los cuales la acidosis lactica induce la expresion de genes
involucrados en el ciclo de Krebs y la fosforilacién oxidativa. *”! Para comprobar la
participacion del metabolismo oxidativo mitocondrial en esta condicion, se podria
inhibir la cadena respiratoria de dichas células, midiendo los niveles de ATP antes y
después de la inhibicion.
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Se ha reportado que la expresion del receptor de transferrina CD71 esta
positivamente regulada por HIF-1; " sin embargo, nosotros sélo observamos un
incremento significativo de la expresion de CD71 en las células A-549 cultivadas en
acidosis lactica e hipoxia respecto a su contraparte normoxica, indicando que la
expresion de este receptor soOlo es susceptible a hipoxia cuando las células se

encuentran en acidosis lactica.

A pesar de que algunos antecedentes indican que el estrés metabdlico incrementa la
expresion de la glicoproteina CD133, ¥ %! ninguna de las lineas celulares de
carcinoma pulmonar en las diferentes condiciones de cultivo expreso la glicoproteina
CD133. Esto, ademas de indicar la ausencia de células madre cancerosas, sugiere
que en carcinoma pulmonar la glicoproteina CD133 no es un marcador que se pueda

asociar al estrés metabdlico.

En conjunto, nuestros resultados demuestran que las lineas celulares de carcinoma
pulmonar A-549 y Calu-1 modifican su metabolismo energético para sobrevivir en las
diversas condiciones analizadas, apoyando la teoria de que las mitocondrias de las

células tumorales son funcionales.

En este estudio se incluyeron dos lineas celulares tumorales, lo cual nos permitié
hacer comparaciones entre el metabolismo de las células de dos diferentes tipos
histol6gicos de cancer pulmonar: adenocarcinoma y carcinoma epidermoide. Sin
embargo, seria conveniente realizar un estudio comparando los efectos de las
condiciones de cultivo sobre el metabolismo de las células no malignas y las células
tumorales, con el objetivo de determinar cudles son los cambios metabdlicos
exclusivos de las células tumorales que les permiten conseguir su supervivencia en

las condiciones adversas del microambiente tumoral.

Ademas, aun falta dilucidar los mecanismos que median la reprogramacion
metabdlica de las células malignas y corroborar algunas de las hipotesis planteadas
en el presente trabajo; sin embargo, hemos logrado vislumbrar un poco de la
compleja organizacién metabdlica que opera en las células tumorales y su capacidad

de modulaciéon ante las condiciones microambientales.
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Modelos del fenotipo metabdlico de las células de carcinoma pulmonar

cultivadas en diferentes condiciones
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Figura 32. Metabolismo de las células A-549 cultivadas en
medio con glucosay normoxia.
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Figura 33. Efecto de la hipoxia sobre el metabolismo de las células
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Figura 34. Efecto del lactato sobre el metabolismo de las células A-
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L-amingacidos

L-aminoacidos

' Ssao
4 lTransporte de

~

Lactato S _ Lactato
Sseel NAD+ . ! —
{7 NADHala Teeel P
! mitocondria 1 capacidad ™ ~~==-- NADH V\i
i | masa reductora Piruvato |
\ mitocondrial i
|
:
VR iy
sinta I \/ \ o %
Piruvato 2 5
N 3
i > [
y RS -w o
Aceli-CoAl S 2
e b “ B

! e
& d

1A e N Inte?rmediarios del Muerte celular
v / \ ciclo de Krebs

NAD+ i‘" ® CiclodeKrobs ‘odlents

FADH 1 ]

SuccindCoA

Succinato
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Conclusiones

Conclusiones

En la linea celular A-549 la mayoria de las células que sobrevivieron a los cultivos
con lactato e hipoxia presentaron un alto potencial, mientras que las células Calu-1
mantuvieron un alto potencial en todas las condiciones de cultivo sin modificar su
viabilidad. Lo anterior sugiere que un alto potencial de membrana mitocondrial podria
favorecer la resistencia a la muerte por el estrés metabdlico. Lo que hace al alto

potencial de membrana mitocondrial un posible blanco en la terapia contra el cancer.

En ambas lineas celulares cultivadas con glucosa, la hipoxia provoc6é un aumento en
la capacidad reductora, lo que sugiere que la baja tensidon de oxigeno provoca una
menor actividad de las mitocondrias de las células de carcinoma pulmonar cuando se

cultivan con glucosa.

Las células de carcinoma pulmonar presentaron un comportamiento diferente. Las
células A-549 fueron mas susceptibles a la hipoxia y las células Calu-1 a la presencia
de lactato; sin embargo, ambos tipos de estrés metabdlico correlacionaron con una

mayor expresion del transportador de aminoacidos CD98.

Las lineas celulares de carcinoma pulmonar A-549 y Calu-1 modificaron su
metabolismo energético para sobrevivir a los cambios en la tension de oxigeno, la

fuente de carbono y el pH.

Las mitocondrias de las lineas celulares de carcinoma pulmonar A-549 y Calu-1 son

funcionales y participan en la adaptacién de las células tumorales a su entorno.
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