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MTS: por sus siglas en inglés: Multicellular Tumor Spheroid
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ND1: Subunidad 1 del complejo 1 de la cadena respiratoria

NF-KB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas
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RE: Receptor de estrogeno

PDH: Complejo piruvato deshidrogenasa

PFK-1: Fosfofructocinasa isoforma 1



PPAR-y: por sus siglas en ingles Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma

RIPA: Buffer de lisis (Radio immunoprecipitacion Assay)
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SDH: Succinato deshidrogenasa

SDS: Dodecilsulfato sédico
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Resumen

El cancer de mama es una enfermedad que ha tomado importancia clinica en los
ultimos afnos a nivel mundial, por la alta incidencia que presenta y la mortalidad que
causa entre las mujeres. A pesar de que las células tumorales son las causantes de
esta malignidad, no son las Unicas responsables de la progresién de la enfermedad. El
microambiente tumoral, compuesto por fibroblastos, células del sistema inmune,
miofibroblastos, leucocitos, células epiteliales, entre otras, juega un papel importante en
el desarrollo y progresion del tumor al brindar factores de crecimiento y nutrientes. En el
microambiente del cancer de mama (CaMa), los fibroblastos asociados a tumor (CAF,;
por sus siglas en inglés), son el tipo celular mas abundante y se ha sugerido que
secretan metabolitos energéticos (lactato, piruvato y cuerpos cetdnicos) que son
aprovechados por las células tumorales para generar ATP. Sin embargo, no se han
hecho andlisis integrales (proteinas y flujos) del metabolismo glucolitico y mitocondrial,
en tumores asociados con CAFs. Esta interaccién puede simularse en modelos de co-
cultivos de esferoides (modelo tridimensional, 3D), en donde podemos tener la relaciéon
CAFs-células tumorales. Este proyecto se enfoca en establecer un modelo en co-cultivo
3D de la linea celular de CaMa metastatica: MDA-MB-231 con fibroblastos (MEFs) para
analizar las modificaciones en el contenido de proteinas del metabolismo energético y
factores de transcripcion asociados a este, en comparacion con un modelo 3D en
monocultivo (esferoide de MDA-MB-231). Diferentes combinaciones (tumor:
fibroblastos) se utilizaron para la generacion de esferoides tumorales. De 8
combinaciones analizadas las relaciones 3:1y 6:1 (tumor: fibroblasto) presentaron

mayor crecimiento en comparacion con la condicion de monocultivo (diametro del
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esferoide al dia 10 de cultivo: 665 + 40 ym para la relacién 6:1 vs. 563+43 um para la
relacion 3:1), en comparacion con el control donde se obtuvo un diametro de 28741
pm. Con la condicién 6ptima de crecimiento (6:1) se analizé el contenido de proteinas
del metabolismo energético. Los resultados indicaron un incremento (1-8 veces) en la
expresion de proteinas glucoliticas: GLUT1, HKII, HPI, LDH-A y los transportadores de
monocarboxilatos MCT1, MCT4; mientras que LDH-B, PFK, PKM mostraron una
disminucion del 40-60%. Por otra parte, no se observé una diferencia significativa en el
contenido de proteinas mitocondriales COXIV, ND1, ATPs y ANT. Analizando los
factores transcripcionales involucrados en la regulacion del metabolismo energético se
registr6 un aumento de 6 veces en HIF-1a (factor transcripcional inducido por hipoxia
que regula proteinas glucoliticas); mientras que PPAR-y (factor transcripcional que
regula funciones mitocondriales) no mostré cambios significativos. Lo anterior indica
que el modelo en co-cultivo favorece el aumento de proteinas glucoliticas en la
interaccidén células CaMa y fibroblastos. Lo anterior permitird establecer, a futuro la
implementacion de metodologias para medir los flujos energéticos y determinar una

posible estrategia terapéutica.



1. Introduccién
1.1 Cancer

El cancer es una de las enfermedades mas antiguas que se tienen datadas en la
historia de la humanidad, registrandose un caso de cancer de mama en el Papiro
de Edwin Smith escrito alrededor de 3,000 A.C. [Hajdu, 2011]. A pesar de su
antigledad y de la gran inversion alrededor del mundo para encontrar una cura,
aun no se han entendido completamente los mecanismos que promueven la
progresion de la enfermedad y la respuesta de los pacientes a las diferentes

terapias.

El cancer se ha definido como una enfermedad de origen genético, heterogénea y
multifactorial, que se caracteriza por 1) proliferaciéon celular descontrolada e
incrementada, 2) presentar un aumento en el crecimiento o volumen celular, 3)
resistencia a la muerte celular (evasion de vias de apoptosis), 4) promocion de
procesos inflamatorios, 5) inestabilidad gendomica, 6) desregulacién del
metabolismo energético, 7) evasion el sistema inmune y 8) metastasis hacia sitios
alejados del lugar de origen 9) Reprogramacion del metabolismo energético 10)
Angiogénesis formacion de vasos sanguineos [Hanahan y Weinberg, 2011]. Lo

anterior favorece la progresion, la malignidad y la muerte de los pacientes.



1.2 Cancer de mama

El cancer de mama (CaMa) ha tomado relevancia en los ultimos afos debido a
que se encuentra en el segundo lugar de cancer con mayor presencia a nivel
mundial; mostrando la mayor incidencia a nivel global y se ha observado un
incremento en los casos que afectan a miles de mujeres en todo el mundo y en
México [GLOBOCAN,2012; NIH, 2007]. El diagnostico de esta enfermedad en
etapas tempranas puede favorecer que el tratamiento brinde una recuperacion
rapida, evitando la metastasis a otros 6rganos. Sin embargo, la falta de
herramientas para un diagndstico oportuno reduce la eficacia de los tratamientos

[Yao et al., 2017; Arce-Salinas et al., 2012].

Existen varias clasificaciones y tratamientos para el cancer de mama dependiendo
de la composicion histoldgica, el estadio y el inmunofenotipo que presentan (Tabla
1); Dado que, en paises en vias de desarrollo, el diagndstico temprano es poco
probable, el tratamiento sistematico primario empleado es aquel donde se busca
reducir las clonas tumorales resistentes, evitar la metastasis y reducir el tamafo
del tumor para que pueda ser retirado del paciente. Ya que, cada paciente tiene
una progresioén y tipo de cancer distinta, asi como respuesta a farmacos por lo que
es poco probable predecir cual sera su respuesta [Arce-Salinas et al., 2012; Arce-

Salinas et al.,2011; Cardenas-Sanchez et al., 2009; NIH, 2007].



Tabla 1. Clasificacion del cancer de mama.

Lugar de
origen

Carcinoma ductal in situ: se caracteriza por presentar
células epiteliales malignas dentro de los conductos
mamarios, sin rebasar la membrana basal. Adopta
diferentes patrones arquitectonicos (células en desorden) y
de necrosis en diferente magnitud (se identifican por
microscopia de luz).

Carcinoma lobulillar in situ (CLIS): presenta tejido tumoral
en glandulas mamarias, es una lesiéon poco frecuente, su
diagnostico es a partir de un estudio histologico vy
diferencial con hiperplasia atipica. Es considerado como
marcador de riesgo para el desarrollo de cancer
metastatico.

Subtipos de
cancer de
mama

Luminal A presenta positividad a receptor de estrégeno
(RE), negatividad para factores de crecimiento epidérmico
receptor humano 2 (HERZ2) y puede o no ser positivo para
receptor de progesterona (RP).

Luminal B es positivo para RE, y puede presentar
positividad para HER2 y RP

HER2 presenta, por inmunohistoquimica, una alta
intensidad de sefal en la proteina del factor de crecimiento
tipo 2, positividad a HER-2 y negatividad para RE y RP.
Triple negativo: Presenta tincion negativa para: RE, RP y
HER?2.

Clasificacién
TNM

T: tumor primario (tiene una escala de Tx-T4, donde se
describe la presencia o ausencia del tumor y el tamafno
que presenta.

N: compromiso con ganglios linfaticos regionales (Nx-N3
descripcion de ausencia de tumor a ganglios
comprometidos)

M: Metastasis a distancia (Mx: no evaluadas, MO: sin
metastasis demostrables, M1: metastasis presentes).

Estadios

Existen 4 estadios que describen el desarrollo del tumor.
Estadio 0: hay células anormales presentes, pero no se
han diseminado al tejido cercano.

Estadio I-lll: hay células tumorales presentes, el tamano
del tumor puede variar y puede abarcar tejido adyacente.
Estadio IV: Presenta metastasis.




e Terapia neoadyuvante: se emplea en tumores de estadios
avanzados y pueden ser operables, el objetivo de esta
terapia es facilitar las modalidades quirdrgicas ya que
identifica a pacientes que tienen una respuesta favorable
con base en la expresion de receptores hormonales,
proliferacion celular (Ki67) y grado nuclear. esta terapia se
emplea tratamiento sistémico con taxanos, antraciclinas e
inhibidores de aromatasas (para uso de tumores
hormonosensibles).

o Terapia adyuvante: el objetivo de este tipo de terapias es
prevenir la micrometastasis antes del desarrollo de clonas
resistentes (las recurrencias son la primera causa de
muerte en estos pacientes) se emplea una quimioterapia o
terapia hormonal, estas pueden involucran ensayos con
CMF (ciclofosfamida, metotrexato, fluorouracilo), asi como
combinaciones con antraciclinas FAC (fluorouracilo,
doxorrubicina, ciclofosfamida) o FEC (fluorouracilo,
epirubicina, ciclofosfamida).

e Tratamiento paliativo: el objetivo de esta terapia es
prevenir y disminuir los sintomas de la enfermedad (no
busca una cura), para que los pacientes tengan una mejor
calidad de vida.

Tratamientos
usados en
clinica

Tabla modificada de la TNM (T, tamafo del tumor; N, lugar de inicio de tumor; M,
existencia o no de la metastasis. RE= receptor de estrégeno, RP=receptor de
progesterona, HER2=Factor de crecimiento epidérmico receptor humano tipo 2[Arce-
Salinas et al.,2011; Singletary et al., 2002; Ceballo- Cancino et al.,2008; EBCTCG, 2005].

1.3 Epidemiologia del cancer de mama en México

En México, el CaMa ocupa el primer lugar en incidencia en neoplasias malignas
en mujeres; segun datos del INEGI, se estima que habra 40 casos nuevos por
cada 100,000 habitantes anualmente y se considera que cada afio habra un total
de 23,000 casos nuevos [INEGI, 2017]. El INEGI también reporté un incremento
en las defunciones por CaMa del 3.5% en los afios 2010 al 2015. La poblacién de
mujeres que presentan con mayor frecuencia el CaMa se presenta con mayor

frecuencia entre la edad de 45-50 afios (mujeres premenopausicas); algunos
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factores de riesgo como: sobrepeso, obesidad, mala alimentacién, exposicion a
hormonas, antecedentes familiares con cancer de mama y sedentarismo [Lara-

Medina et al.,2011; Cardenas-Sanchez et al., 2015].

1.4 Cancer de mama triple negativo

El subtipo triple negativo representa el 15% de los carcinomas mamarios y carece
de un tratamiento determinado en la clinica [Lara-Medina et al., 2011]. Este
subtipo se caracteriza por no presentar en su membrana los marcadores para el
receptor de estrégeno (RE), receptor de progesterona (RP), y el receptor del factor
de crecimiento epidérmico humano (HERZ2); su histologia frecuente es ductal, de
alto grado y con una alta tasa de proliferacién [Lara-Medina et al., 2011]. Estudios
han demostrado que el cancer de mama triple negativo en mujeres hispanas se
presenta con mayor frecuencia a la entre los 38-62 afos, teniendo una mayor
incidencia en mujeres premenopausicas [Lara-Medina et al.,2011]. Este subtipo de
cancer presenta mayor agresividad y recurrencia en comparacion con los otros
subtipos de CaMa disminuyendo la sobrevida de las pacientes [Lara-Medina et
al.,2011; Plasilova et al., 2016]. Uno de los principales problemas del tratamiento
en este subtipo de cancer es que al no contar con positividad a receptores
hormonales (Tamoxifen) o aHER2 (Trastuzumab), las terapias adyuvante o
neoadyuvante no son tratamientos especificos para estos pacientes. Por lo que,
en la mayoria de las pacientes con enfermedad metastasica y subtipo triple
negativo, la sobrevida en promedio es de 5 afos a partir del diagndstico [Yao et

al., 2017; Anders et al.,2009]. Actualmente, la quimioterapia, individualmente o en
7



combinacion (secuencial), es el tratamiento estandar para este subtipo de cancer.
De manera frecuente se emplea a agentes citotoxicos, como antraciclinas vy
taxanos, presentando altas tasas de recurrencia en los pacientes [Yao et al.,

2017].

1.5 Microambiente tumoral

En los ultimos afios se ha establecido que el microambiente tumoral juega un
papel importante en el desarrollo de la enfermedad ya que aporta factores para la
progresion y supervivencia del tumor [Cirri y Chiarugi.2011]. EI microambiente
tumoral se compone de fibroblastos, células del sistema inmune, miofibroblastos,
leucocitos y células mioepiteliales, que proveen de factores de crecimiento al
tumor, permitiendo una interaccion célula-célula de forma paracrina y formando
una red de comunicacién que favorece procesos como son la angiogénesis,
metastasis, invasion y proliferacién (Figura 1) [Cirri y Chiarugi, 2011; Hu y Polyak,

2008; Luo et al., 2015].



Vaso sanguineo

Células tumorales

Células de sistema
inmune : neutrofilos

[MEGIIEES

Figura 1. El microambiente tumoral se compone de células tumorales, vasos sanguineos,
plaguetas, células del sistema inmune y particularmente por CAFs (Fibroblastos
asociados a cancer por sus siglas en ingles).

El microambiente tumoral se encuentra presente en todas las etapas de esta
enfermedad y existen dos vias de comunicacioén entre tumor y microambiente. La
primera “via eferente” donde las células tumorales desencadenan una respuesta
reactiva en el estroma y las segunda “via aferente” en donde las células mas
cercanas son modificadas por esta respuesta de las células tumorales. Este tipo
de modificaciones en las células adyacentes ayudan al crecimiento y desarrollo del
tumor favoreciendo la metastasis a otros 6rganos, asi como la evasién del sistema
inmune y procesos de regulacion de la proliferacion celular y modificaciones en su

metabolismo [De Wever y Mareel, 2003].



1.6 Fibroblastos normales

Los fibroblastos son células muy importantes en el cuerpo humano siendo las mas
abundantes en el tejido conectivo. Son responsables de la secrecion de
componentes de la matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés: Extracellular
matrix). También mantiene la homeostasis tisular, participan en la regulacion de
procesos de inflamacion y de diferenciacién epitelial [De Veirman et al., 2014] y
tienen un papel importante en la cicatrizacion o fibrosis ya que estos se activan
para llevar a cabo la reparacion del tejido. Posteriormente se someten a una
muerte celular programada Illamada nemdsis (especifica de fibroblastos),
eliminandose por el tejido granular [Cirriy Chiarugi.2011; Rasanen y Vaheri et al.,

2010].

1.7 Fibroblastos asociados a cancer (CAF) y cancer de mama

Los CAF al igual que los fibroblastos normales, son los encargados de mantener la
estructura de la ECM y alimentar al tumor. Por lo que en los ultimos afios se han
empleado en modelos de co-cultivo para el estudio de la interacciéon con células
tumorales, uno de los modelos utilizados son los fibroblastos embrionarios de
raton, debido a que comparten caracterizas con los CAF, como es alta
proliferacion, secrecion de factores de crecimiento, interleucinas y metabolitos
energéticos (La Tabla 2 se muestran algunas caracteristicas de fibroblastos

normales, MEF y CAFs), esta linea se han utilizado como células alimentadoras
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para varias lineas celulares, dando indicios de cdmo se comportan en un sistema

in vivo [ Yusuf B et al.,2013; Zhao R et al.,2013].

Tabla 2. Caracteristicas de fibroblastos normales y Fibroblastos asociados a

cancer (CAF)

e Sintesis de matrix extracelular

e Procesos de reparacion de la
matriz extracelular

Fibroblastos normales » Expresion de alfa- actina 'y
vimentina

e Morfologia de tipo estrella

e Compuestos por fibronectinas y
colagena fibrilar

e Tasa de proliferacion alta

e Secrecion de factores de
crecimiento (utilizados como

MEFs células alimentadoras)

e Pluripotenciales

e Morfologia tipo estrella

e Secrecion de fibronectinas y
colagena

¢ Proliferacion alta

e Secrecion de factores de
crecimiento, como L- lactato,

CAF cuerpo cetonico y acidos grasos

¢ Presenta fenotipo miofibrasticos
con una expresion de actina alfa
(SMA)

e Sobre expresion de TGF-3

La tabla describe caracteristicas presentes en fibroblastos normales y fibroblastos
asociados a cancer, MEF = fibroblastos embrionarios de raton. Son un ejemplo de los
fibroblastos normales que se pueden utilizar para asécialos células tumorales [De

Veirman et al., 2014; Cirri et al., 2011; Mao et al., 2013: Yusuf B et al.,2013]
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Los fibroblastos asociados a cancer se denominan CAF (por sus siglas en inglés:
cancer-associated fibroblasts) son mas constantes en numero dentro del
microambiente tumoral y se considera las células mas importantes dentro del
estroma tumoral, los cuales estan presente de manera abundante para CaMa,
cancer de prostata y cancer de pancreas. Por ejemplo, la proporcion de CAF en
cancer de mama representa hasta el 80% de todo el estroma tumoral [Giannoni et
al.,, 2010]. Se ha reportado que los CAF participan en el crecimiento del tumor
generando factores de crecimiento para la proliferacién y crecimiento del tumor,
también son los responsables de regular los procesos de reclutamiento de otras
células; estudios han demostrado que los CAFs estan involucrados en procesos
de metastasis, invasiéon y angiogénesis [Cirri y Chiarugi. 2011]. Cuando un
fibroblasto se asocia al tumor, no se eliminan por procesos de muerte programada
y el proceso no es reversible. Su papel es multifacético ya que pueden reprimir el
crecimiento del tumor y posteriormente promover el crecimiento y progresion del
mismo, el cual puede ser mas agresivo para el paciente [Cirri y Chiarugi, 2011;
Luo et al., 2015]. Uno de los principales procesos que los CAFs llevan a cabo es
aumentar la expresién de alfa actina de musculo liso (a-SMA) y de la fibronectina
que es muy similares cuando ocurre una herida, estas sefiales son utilizadas por
el tumor para poder asociar fibroblastos normales al estroma tumoral. La
activacién de CAFs esta mediada principalmente por TGF- y CXCL12/SDF como
los principales activadores; también estan involucrados otros mecanismos como la
participacion de factores de crecimiento (b-FGF), interleucinas y la regulacién a la

baja de genes supresores de tumor como p53, p21, PTEN y CAV-1 los cuales
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reprimen los efectos procarcinogénicos de los fibroblastos del estroma tumoral
[Cirri y Chiarugi.2011; Mao et al., 2013]. Lo anterior confiere resistencia al tumor,
mermando el efecto de las terapias convencionales de la clinica no son efectivas
[Luo et al., 2015]. La identificacion de CAF actualmente no es especifica pero se
lleva a cabo por marcadores moleculares como: a) a-SMA(participa en la
reconstruccion de EMC, en condiciones normales participa en la reparacion de
heridas, en el estroma tumoral se asocia con un pronostico precario); b) proteina
especifica de fibroblastos (FSP); c) factores de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF, cuya principal funcidn es el control de crecimiento de células
mesenquimales; en cancer se asocia a resistencia a farmacos y una sobrevida
menor por parte de los pacientes); d) proteina de activacién de fibroblastos (FAP,
la cual es una proteina de membrana integral de tipo Il N- glucosilada pertenece a
la familia de serina proteasas unidas a la membrana plasmatica, se propone que el
aumento de FAP es un factor de un buen prondstico en el avance del cancer); e)
p53; f) podoplanina (glucoproteina asociada al aumento del tamafio de tumor vy
procesos de metastasis); g) CD10, metaloproteinasas de matriz (MMP); h)
tenascina-C (es una glicoproteina extracelular asociada a metastasis y
disminucién a la supervivencia del paciente); i) factores de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGFRa/B); y j) disminucion de caveolina-1 (Cav-1, es el principal
componente de la membrana como proteina de andamiaje, asi como transporte de
lipidos, regulacion de genes, transduccién de sefales y trafico de membrana) [Luo

et al., 2015;Buchsbaum et al., 2016]. En tumores se propone que la perdida de
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Cav-1representa un grado avanzado de la enfermedad [Luo et al.,2015;

Buchsbaum et al., 2016].

1.8 Metabolismo energético en CAFs

Se ha propuesto que la interaccion de fibroblastos y células tumorales modifican el
metabolismo del microambiente tumoral y los factores principales que participan
son TGF-B, PDFG-a/B, factor de crecimiento de fibroblasto basico (b-FGF), la
pérdida de cav-1 y la participacion de interleucinas principalmente las 6 (IL-6) y 8
(IL-8) [Martinez-Outschoorn et al.,2010].Estos componentes forman un ambiente
redox por la liberacion de especies reactivas de oxigeno en exceso
(principalmente peroxido de hidrogeno), provocando una pérdida de Cav-1, y la
estabilizaciéon del factor inducido por hipoxia (HIF-1a) y NFkKB, los cuales
promueven la activaciéon de lisosomas y autofagia/ mitofagia en los fibroblastos,
por lo que se ha propuesto que esta interacciéon induce un cambio hacia el
metabolismo aerdbico (aumento en la glucdlisis) en los CAFs [Martinez-
Outschoorn et al., 2010;Luoet al.,2015] teniendo como resultado un aumento en la
produccion de lactato, piruvato y cuerpos cetonicos (3-hidroxibutirato) de 2-7
veces con respecto a las células tumorales. Estos sustratos se incorporan a las
células tumorales a través de los transportadores de monocarboxilatos (por sus
siglas en ingles MCT Monocarboxylate transporter. Los cuales se encuentran en
aumento en su expresion). Por lo que se ha propuesto que se generan metabolitos
para el ciclo de Krebs (a este proceso se le ha denominado efecto Warburg a la

inversa), produccién de aminoacidos, de NADH y precursores de membrana
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(Figura 2) [Lisantiet al.,2010; Whitaker-Menezes et et al.,2011; Lunt et al.,2011].
Todo lo anterior se ha sugerido, pero no se ha medido sistematicamente (ni
proteinas ni flujos de las vias energéticas) y solo se le da la importancia a la parte
glucolitica, por lo que se propone que los CAFs son los encargados de suministrar
sustratos para que las células tumorales generen ATP para el ciclo de Krebs y
metabolitos que aportan sustratos para esta via. Nuevamente estas propuestas no

han sido evaluadas en modelos de co-cultivos tumor-fibroblastos.

Figura 2. Efecto Warburg a la inversa en la célula tumoral y CAFs. Figura modificada de
Bonuccelli G et al., 2011, en donde se puede observar el intercambio de metabolitos,
como es el transporte de lactato por medio de los transportadores de monocarboxilatos
entre CAFs y células tumorales.
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1.9 Modelos tridimensionales (3D) y co-cultivos

Los modelos 3D permiten una simulacion in vitro de las interacciones que se
llevan a cabo entre las células, simulando los gradientes fisiopatologicos del tumor
y que son relevantes para el desarrollo de futuras terapias. También, con este tipo
de estrategias lo que se busca son modelos de alto rendimiento y mas
economicos, donde se puedan evaluar distintos farmacos que puedan ser
prometedores antes de pasar a modelos preclinicos [Hirschhaeuser et al.,2010].
Existen varios modelos tridimensionales, pero esta tesis emplea esferoides
multicelulares tumorales (MTS por sus siglas en inglés: Multicellular Tumor
Spheroid), para generarlos se coloca una capa antiadherente, que puede ser
matrigel, agarosa, geles de coladgeno como soporte para su crecimiento en cultivo
para la formacién de estos [Gallardo-Pérez et al., 2006; Gallardo-Pérez et al.,
2009; Mueller-Klieser, 1997]. Debido a que permite la formacion de esferoides de
diferentes lineas celular y la formacion de un nucleo primario a partir del cual el
esferoide crece. Durante la formacién de un esferoide, las células se van uniendo
de manera muy estrecha, posteriormente secretan matriz extracelular (ECM) por lo
que se puede simular un ambiente in vivo y la composicién de un tejido ya que
presenta redes de comunicacion, endosomas y produccién de E-cadherina. Este
tipo de modelos ha tomado importancia en los ultimos afios en estudios de cancer,
para analizar procesos de invasidon, metastasis y angiogénesis ya que se pueden
simular micro-tumores en estadios primarios [Herrmann et al.,2014] y ver el
comportamiento de las células cuando se aplican farmacos antineoplasicos. En los
modelos 2D, todas las células estan expuestas a la misma cantidad de nutrientes
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mientras que en el modelo 3D cada célula esta expuesta a diferentes gradientes
de nutrientes, oxigeno y espacio [Herrmann et al.,2014; Hirschhaeuser et

al.,2010].

Existen diferentes tipos de esferoides 1) MTS clonogénicos, los cuales provienen

de una linea celular o explante de tejido; también se pueden cultivar con otras
lineas celulares como son células epiteliales, fibroblastos, células del sistema
inmune afadiendo mas complejidad al sistema. El cultivo de MTS se realiza en
una superficie antiadherente como agarosa, matrigel o colagena, en donde forman
un nucleo primario, posteriormente se someten a una agitacion orbital suave
(alrededor de 50 rpm), esto ayuda a que las uniones e interacciones formadas se

consoliden; 2) MTS agregados que a diferencia de los anteriores estos no forman

un nucleo primario ya que estan desde su inicio en constante agitacion orbital para
formar agregados y su tiempo de agregacion es menor en comparacion con el
modelo clonogénico [Gallardo. Pérez et al., 2006; Mueller-Klieser, 1997]; 3) MTS
en Co-cultivo, los cuales pueden ser MTS clonogénicos o MTS agregados, pero se
caracterizan por tener dos tipos de lineas celulares, principalmente una tumoral y
otra normal proveniente del microambiente tumoral o estroma [Revisado en:
Gallardo-Pérez et al., 2006; Gallardo-Pérez JC et al., 2009]. Actualmente se han
hecho esferoides de fibroblastos y células tumorales para observar procesos de
metastasis y resistencia a drogas, un ejemplo de ello es el cancer de prostata

[Revisado en: Gallardo-Pérez et al., 2006] (Figura 3).
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Figura 3. Modelo de esferoides tumorales en monocultivo (izquierda). El esferoide esta
formado por una linea celular tumoral en donde existen tres capas: la capa superficial, la
cual es proliferativa, una intermedia que se encuentra en estado quiescente y una central
en estado necrético. El co-cultivo (derecha), es un esferoide formado por dos lineas
celulares; en el caso de la imagen se ilustra un esferoide en co-cultivo de células
tumorales y CAF (fibroblastos asociados a cancer). En este modelo también se pueden
formar las tres capas antes mencionadas. Imagen modificada de Mandujano-Tinoco et

al. 2013.
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1.10 Metabolismo energético en modelos de co-cultivo 3D tumoral

La energia que la célula necesita (ATP), para poder desarrollar todas sus
funciones, tanto en células normales como en células tumorales, proviene
unicamente de dos vias energéticas, la glucdlisis y la fosforilacion oxidativa.

En células tumorales se establecid en 1956 por Otto Warburg que la glucdlisis
esta incrementada de 2-17 veces en comparacion con las células normales aun en
la presencia de oxigeno (efecto Warburg) [Warburg, 1956; Perdersen, 1978;
Moreno-Sanchez et al., 2007]; teniendo la hipotesis que la fosforilacién oxidativa
estaba dafiada, aun cuando esta no fue evaluada. Por esta razén, uno de los
sellos del cancer es la modificaciéon en el metabolismo energético principalmente
porque existe una diferencia entre células normales y células tumorales, con
respecto a una glucolisis. Lo anterior es cierto, pero no indica que la mitocondria
sea disfuncional; de hecho, en muchas células tumorales como el cancer de
mama, la mitocondria aporta la mayor parte de la energia para la demanda de
ATP celular [Moreno-Sanchez et al., 2007; Zu y Guppy, 2004]. Las células
tumorales tienen aumentadas las vias metabdlicas, implicando proteinas,
transportadores y factores de transcripcion involucrados como son GLUT-1, RAS,
HIF-1a Y HIF-2a [Hanahan y Weinberg, 2011].

Reportes previos indicaron que en células de cancer de mama en un modelo 3D
(esferoides tumorales), el porcentaje de ATP de cada una de las vias en dos de
las capas del esferoide (capas proliferativas y quiescentes), se encontré que el
aporte energético de la fosforilacion oxidativa fue de 93% para la capa
proliferativas y 98% para la capa quiescentes del ATP, mientras que la glucdlisis
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aporta 7 y 2% respectivamente [Mandujano-Tinoco et al., 2013]. Lo que indica que
la mitocondria no esta dafiada y es funcional aportando la mayor parte de ATP en
el modelo. Lo anterior es importante ya que conociendo qué via energética es la
que aporta mayor cantidad de ATP se pueden dirigir estrategias, como posibles
blancos terapéuticos anticancerosos. Ahora bien, este modelo 3D en el que se
midi6é el aporte de ATP solo estaba constituido de una linea celular tumoral. El
tumor sélido in vivo consta de otras células importantes para su desarrollo (como
los fibroblastos asociados a cancer) las cuales se encuentran presentes en su

microambiente tumoral.

Como se ha mencionado en esta tesis, la interaccion microambiente-tumor
modifica varios procesos y la desregulacion metabdlica es una de ellas. En el caso
del metabolismo energético en modelos 3D de co-cultivos de células tumorales
asociadas con CAFs no ha sido estudiado a detalle. Unicamente se han evaluado
algunas proteinas o enzimas glucoliticas (piruvato cinasa, aldolasa, lactato
deshidrogenasa), las cuales aumentaron 3-10 veces en co-cultivo (usando a MDA-
MB-231/MEFS en una relacion 6:1, tumor: fibroblasto) con respecto a su control en
monocultivo (MDA-MB-231), infiriendo que los CAFs producen gran cantidad de
lactato y piruvato (PKM2) a través de la glucdlisis aerobia, los cuales son
aprovechados por las células tumorales para la produccion de ATP en el ciclo de
Krebs [Bonuccelli et al., 2010]. Sin embargo, este tipo de teorias no se puede
sustentar hasta que se haya hecho un analisis completo de todas las proteinas de

metabolismo energético y flujos metabdlicos [Moreno-Sanchez et al., 2016].
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2. Justificacion

El carcinoma mamario triple negativo, al carecer de un tratamiento adyuvante
especifico y dada su alta frecuencia en la poblacion hispana éste se ha convertido
en un tema de atencion clinica. El analisis molecular de este subtipo sigue siendo
un tépico de interés para la propuesta y desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas. Entre éstas, el estudio del metabolismo energético tumoral emerge

como una nueva area para la identificacion de nuevos blancos terapéuticos.

Por otra parte, el desarrollo de co-cultivos en modelos tridimensionales (como son
los esferoides) nos permite estudiar a los tumores en un contexto mas fisio-
patolégico en comparacién con los monocultivos en monocapa (ya que simulan
condiciones iniciales en el crecimiento de un tumor). Este modelo, al mantener
condiciones y variables controladas resulta atractivo, previo al desarrollo de

estudios in vivo, para poder proponer nuevos blancos terapéuticos
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3. Hipotesis

La interaccién entre células tumorales y fibroblastos, generada en un
modelo 3D del co-cultivo MDA-MB-231/MEF propiciara un aumento de
proteinas del metabolismo energético en comparacion con la condicion en

monocultivo.
4. Objetivo general

Determinar el contenido de proteinas del metabolismo energético en co-

cultivo 3D de MDA-MB-231 vy fibroblastos.

4.1 Objetivos particulares

e Establecer, en el modelo 3D de esferoide, la relacion o6ptima entre

celulas MDA-MB 231 y MEFs.

e Medir el contenido de proteinas por western blot de las siguientes
proteinas del metabolismo energético:
1. Glucolisis: GLUT-1, GLUT-3, HKI, HKII, HPI, PFK-1, GAPDH, PKM,
LDH-A, LDH-B, MCT-1, MCT-4
2. Ciclo de Krebs: 20GDH, SDH, PDH
3. Sistema Oxidante: Cadena trasportadora ND1, COXIV
4. Sistema Fosforilante: ATPS

5. Factores de transcripcion: HIF-1a, c-Myc, PPAR-y,
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5. Metodologia
5.1 Cultivo en monocapa

Las células de cancer de mama de la linea celular MDA-MB-231 fueron cultivadas
en cajas Petri (Corning®) de 100 x 20mm con medio DMEM (Dulbecco's modified
Eagle's médium), 25 mM de glucosa a un pH de 7.2, adicionando 10,000 unidades
de penicilina, 10 mg de estreptomicina y 25 pg de anfotericina enriquecido con
10% de suero fetal bovino. El cultivo se mantuvo en condiciones de 37°C, 5% de
CO2 y 95% de O2. Cuando se alcanzé una confluencia del 80% se tripsinizaron
teniendo una exposicion de 3-4 min de tripsina/EDTA (GIBCO) y se resembraron
subsecuentemente. Al final, un total 2 dos resiembras fue requerido para el cultivo

posterior de esferoides.

5.2 Cultivo primario de MEFs

Los fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs) se sembraron en cajas de Petri
(Corning®) de 100 x 20mm con gelatina de piel porcina (Sigma) al 0.01% en las
mismas condiciones que MDA-MB-231. Al alcanzar una confluencia del 90% se

tripsinizaron y se manejaron igual que en el apartado anterior.

23



5.3 Cultivo de esferoides tumorales

En cajas de Petri de 60 x 15mm con una capa delgada de agarosa al 2% se
sembraron e incubaron en las condiciones previamente descritas un total de
100,000 células a las siguientes relaciones de células tumorales: MEFS:1:0, 0:1,
6:1, 1:6, 1:1, 3:1,10:1. Estas células se mantuvieron estaticas durante 5 dias y
posteriormente se pusieron en agitacion constante (a 15 rpm). Se realizaron
cambios de medio cada tercer dia, durante 15 dias. Se midio el diametro de los
esferoides formados con una reglilla graduada de 1 mm de didmetro, acoplada al

ocular de un microscopio invertido Zeiss, observando bajo un objetivo de 10x.

5.4 Analisis de proteina por Western Blot (WB)

Para la cuantificacion de proteinas por Western Blot se realizaron extractos
celulares de los esferoides, los cuales se recolectaron de las cajas de Petri con
agarosa y se centrifugaron a 3,200 rpm durante 3 min. Posteriormente se lavaron
con buffer de fosfatos (PBS) y a continuacion el botén obtenido se disolvié con
buffer RIPA (PBS 1X pH 7.2; 1% IGEPAL NP40; SDS 0.1% y desoxicolato de
sodio 0.05% mas una tableta de coctel de inhibidores de proteasa Roche,
Mannheimm, Alemania), con una jeringa de insulina se realizd fuerza mecanica
para romper las células y posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm durante 30
minutos. Al término se recuperd el sobrenadante, se cuantifico el contenido de

proteina por el método de Lowry y se guardaron a -20°C hasta su uso.
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Para el analisis de WB se emplearon 40 ug de proteina resuspendida en buffer de
carga (Glicerol 1mL, SDS 10%, Tris Cloro pH 6.8 1.25 mL y 5% de B-
mercaptoetanol) y se cargaron en gel de poliacrilamida al 12.5% en condiciones
desnaturalizantes. Posteriormente  las  proteinas  fueron  transferidas
electroforéticamente, a membranas de PVDF (BioRad, Hercules, CA) e incubadas
con los siguientes anticuerpos monoclonales: GLUT-1, GLUT-3, HKI, HKII, HPI,,
PFK-1, GAPDH , PKM2, LDH-A, LDH-B, MCT-1, MCT-4, PDH, CS,20GDH,SDH,
ND1, COXIV, CS, ATP, HIF-1a, c-Myc, PPAR-y, P53 (Santa Cruz; CA) a una
dilucién 1:1000 y se conjugaron con su anticuerpo secundario correspondiente
(isotipo IgG de ratono de cabra) acoplados con peroxidasa de rabano a una
dilucion 1:2,000. La senal proteica fue detectada con el sistema ECL-plus de
quimioluminiscencia en placas fotograficas (Amersham; Buckinghamshire IK)

[Gallardo-Pérez et al., 2014].

El analisis densitométrico fue realizado con el software Scion Imagen (ScionCorp;
Frederic, MD, USA), normalizando cada banda respecto al control de carga (a-

tubulina) y asignandole a este un valor del 100%.
5.5 Analisis estadistico.

Los resultados se presentan en promedio + desviacidén estandar. Cada uno de los
experimentos realizados cuentan con un minino de3 repeticiones independientes.
Cada experimento esta comparado estadisticamente con el control (monocultivo
MDA-MB-231= relacién 1:0) mediante la prueba de t- de Student y considerando

como significativos los valores P< 0.05 y P< 0.01.
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6. Resultados

6.1 Curva de crecimiento de esferoides en co-cultivo

Los resultados del crecimiento de los esferoides en co-cultivo de la linea celular
MDA-MB-231 y MEFs se muestran en la Tabla 3. En esta Tabla se observa el
diametro alcanzado por los esferoides en las distintas relaciones experimentales
que se evaluaron (tumor: MEFs), en donde las condiciones 6:1 y 3:1 fueron las
que tuvieron un mejor crecimiento al dia 10 de 665+£37 y 563143 ym de diametro
respectivamente (filas en tono azul oscuro) en comparacion con su control
(relacién 1:0). Las otras relaciones no tuvieron un incremento significativo en el

diametro con respecto al control.
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Tabla 3. Crecimiento esferoidal de co-cultivo MDA-MB-231 y MEFs.

Condicién Diametro Diametro Numero de
inicial (um) | final (um) esferoides
contados
Células Fibroblastos | % de la | Dia0O Dia 10
tumorales (MEFs) poblaciéon total
de MEFS
0:1 100 87+24 16019 100
1:6 86 95+4 150+3 150
1:3 75 76%26 207.5+48 40
1:1 50 85+4 16049 150

10:1 10 104+22 231445 40
1:0 0 11246 287+41 190

Diametro inicial y final, asi como porcentaje de poblacion de fibroblastos en el esferoide
de *p< 0.05 vs. 1:0 diametro final (control MDA-MB-231). n= nimero de muestras

La relacion 6:1 fue la elegida para los experimentos posteriores, la cual se

representa graficamente en la Figura 4 ya que se observd un mayor crecimiento

en el diametro final comparacién con las condiciones en monocultivo relacion 1:0

(control tumor) y 0:1(control fibroblastos).
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Figura 4. Curva de crecimiento de esferoides en monocultivo y co-cultivo. A la derecha se
muestran fotos representativas de los esferoides al dia 10 de cultivo. n=40-80; *P < 0.01

vs. MDA-MB-231. Barra= 100 um.

6.2 Contenido de proteinas del metabolismo energético

a) Glucalisis

A continuacion, se midié el contenido de proteinas para las condiciones control
(relacion 1:0) y para el co-cultivo (relacion 6:1) por medio de western blot. En la
Figura 5 se muestra el contenido de las proteinas glucoliticas, en donde se pude
observar un aumento en las proteinas GLUT 1, GLUT3, HKI, HKII,HP1, LDH-A,

MTC1, MTC4 aumentando en un rango de 0.2 a 7.8 veces respectivamente en
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comparacion con el control. También se encontré una disminucion en las proteinas

PFK-1, PKM2, LDH-B con un porcentaje del 6al 70%.

Figura 5. Contenido de proteinas glucoliticas en esferoides de MDA-MB-231 y co-cultivo
6:1. Las imagenes muestran las bandas representativas de cada proteina mientras que
las barras de la derecha indican la densitometria, la cual esta normalizada contra el
control de carga a-tubulina. Abreviaturas. Glut 1 y 3, transportador de glucosa tipo 1y 3;
HKI, hexocinasa tipo I; HKII, hexocinasa tipo Il; HPI, hexosa fosfato isomerasa; PFK-I,
fosfofructocinasa tipo |, GAPDH, gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa;PKM2, piruvato
cinasa muscular tipo II;LDH-A, lactato deshidrogenasa tipo A; LDH-B, lactato
deshidrogenasa tipo B; MCT1 y 4 , trasportador de monocarboxilatos.n=3; *P < 0.05vs.
MDA-MB-231.
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b) Metabolismo Mitocondrial

En la Figura 6 se muestran las proteinas mitocondriales evaluadas. En este grupo
unicamente se observo aumento en la proteina PDH (5 veces) en el co-cultivo con
respecto al control, mientras que las otras proteinas se mantienen con una

expresion semejante con el control.

Figura 6. Contenido de proteinas mitocondriales en esferoide de MDA-MB.231 (barras
blancas) y Co-cultivo 6:1(barras negras). A la derecha se muestra el WB representativo
de cada una de las proteinas y a la izquierda la densitometria, la cual estd normalizada
con el control de carga (a-tubulina). Abreviaturas: PDH, piruvato deshidrogenasa;20GDH,
2-oxoglutarato deshidrogenasa; SDH, succinato deshidrogenasa; COXIV, citocromo C
oxidasa subunidad IV; ND1, NADH deshidrogenasa; ANT, translocador de
adenilnucleotidos; ATPs, ATP sintasa. n=2-3; *P < 0.05vs. MDA-MB-231.
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c) Factores transcripcionales

En la Figura 7 se muestran los factores de transcripcién relacionados con el
metabolismo energético, en donde HIF-1a es el unico que muestra un incremento
de 6 veces con respecto al control, mientras que C-Myc, PPAR-y, no muestran

ningun cambio.

Figura 7. Contenido de proteinas de factores de transcripcion y oncogenes en esferoide
de MDA-MB-231 (barras blancas) y co-cultivo 6:1(barras negras). A la derecha se muestra
el WB representativo de cada una de las proteinas y a la izquierda la densitometria, la
cual estd normalizada con el control de carga (a-tubulina). Abreviaturas. HIF-1a, factor
inducible de hipoxia alfa; c- Myc, H-RAS; K-RAS; PPAR-a;PPAR-y;TIGAR. n=2-3; *P <
0.05vs. MDA-MB-231.
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d) Medicién de flujos metabdlicos

A pesar de que el flujo metabdlico no forma parte de los objetivos de esta tesis, se
realizaron experimentos, tanto de la produccién de lactato sensible a 2-
desoxyglucosa (como funcion glucolitica) como de la respiracion mitocondrial
sensible a oligomicina (como funcién mitocondrial). La metodologia de estas
mediciones se indica en el Anexo 1. Los resultados preliminares mostraron que la
produccion de lactato en los esferoides en co-cultivo es mayor en comparacién a
los esferoides en monocultivo. EI aumento del contenido de proteinas en las
enzimas glucoliticas podria explicar la aumentada produccion de lactato.

En el caso de la respiracion mitocondrial los esferoides en co-cultivo tienen una
menor respiracion en comparacion con el control, las proteinas no disminuyen
entre ambas condiciones, por lo que no existe una esta correlaciéon proteina-
funcién. Para ello es necesario realizar un mayor numero de determinaciones para
identificar los cambios significativos entre estas dos condiciones, asi como medir

el porcentaje de ATP que aporta cada una de estas vias.

32



7. Discusién
7.1Caracterizacion de modelo de esferoides en co-cultivos

Los modelos 3Din vitro permiten tener un alto rendimiento, acercamiento inicial a
los procesos pato-fisiologicos in vivo, antes de pasar a modelos mas complejos
(animales), permitiendo desarrollar nuevas estrategias terapéuticas [Herrmann et
al.,2014; Hirschhaeuser et al.,2010]. diferentes investigadores han realizado un
gran esfuerzo para desarrollar un modelo 3D de esferoide en co- cultivo, el cuales
permita realizar estudios a largo plazo sobre procesos tumorales; para ello han
evaluado varias combinaciones tumor/CAFs. En el estudio de Li, L y Lu, [2011],
evaluaron 6 combinaciones tumor/MEFs (1:0, 6:1, 3:1, 1:1, 1:3, 1:6) entre las
lineas 4T1 (tumor mamario de ratén) y MEFs (fibroblastos embrionarios de raton),
en un modelo de esferoides obteniendo que el modelo tridimensional puede variar
de tamano dependiendo de la cantidad de células de cada una de las lineas. El
efecto de un mayor crecimiento fue en la combinacién 1:1. Al utilizar fibroblastos
de ratdén nos permite tener caracteristicas similares a las que presentan los
fibroblastos asociados a cancer desde el inicio en el modelo, debido a que
secretan factores de crecimiento, lactato, interleucinas y actina que permite una
mejor formacion de esferoides [Li y Lu, 2011; Mamidi MK et al,.2011; Bazzoli et
al.,2012; Frese KK y Tuveson DA.,2007]. En este proyecto las diferentes
combinaciones de MDA-MB-231 y MEFs, la mejor combinacion es 6:1 permitiendo
un mayor tamafo del esferoide (Tabla 3). Lo anterior es un resultado novedoso ya
que muchos estudios no ocupan a la linea celular MDA-MB-231 debido a que,

tiene una baja cantidad de E-cadherina, por lo que no puede formar esferoides
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tumorales [Espinoza-Sanchez et al.,2017]. Sin embargo, con la combinacion de
MEFs, se logra la formacion de estos, lo que nos puede dar indicios de cémo se

comporta esta linea celular en sus primeros estadios.

La curva de crecimiento (Figura 4) nos muestra que la poblacion de esferoides en
los co-cultivos tiene un comportamiento heterogéneo, permitiendo obtener
esferoides de diferente diametro en cada una de las combinaciones. Las
combinaciones de células tumorales con fibroblasto que nos permitié observar un
cambio en el crecimiento en el tamafo del esferoide son 3:1, aumentando 2
veces) y 6:1 aumentando 2.5 veces respecto a diametro final en comparacion con
el control (1:0). Se ha reportado que se ve un efecto como es el crecimiento y
proliferacion celular en los tumores cancer de préstata a partir del25% CAFs [De
Veirman et al., 2014]. Sin embargo, en el modelo establecido en este proyecto la
poblacién total de fibroblastos que mostré6 mayor potencial en el crecimiento fue de

14% en la poblacién de MEFs seguido del 25% (Tabla 3).

7.2 Proteinas del metabolismo glucolitico

En la condicion 6:1 (tumor: fibroblastos) el contenido de proteinas glucoliticas
(GLUT 1, GLUT3, HKI, HKII, HP), podemos ver un cambio significativo con
respecto al control (relacion 1:0) aumentando en un rango de 0.2-7.8 (Figura 5).
Se ha reportado que GLUT 3, HKII, HPI son enzimas controladoras del flujo de la
via glucolitica en células tumorales [Marin-Hernandez et al.,2011], lo que nos
sugiere que la combinacion de MDA-MB-231 con fibroblastos en esferoides de co-

cultivo, al incrementar el contenido de estas enzimas tiene también un papel de
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control en la via. En el caso las enzimas PKM2 y LDH-A, se ha reportado en
modelos 3D de xenoinjertos con las line celular MCF-7 un aumento de 7.7.y 4.2
veces respectivamente, ellos concluyen que este aumento tiene una modificacion
en la via Glucolitica y que esta es la principal, dado por la secrecion de lactato del
tumor [Bonuccelli et al.,2010]. Pero, en el modelo tridimensional de esferoides en
co-cultivo no se ve un cambio significativo en estas proteinas con respecto al
control; también el modelo de co-cultivo no presenta un cambio en las proteinas
de LDH-B y HKI. Hay que recordar que las proteinas medidas en este modelo son
al dia 10 y que posiblemente esta expresibn de las enzimas cambie
temporalmente en los primeros dias.

En el modelo de esferoides en co-cultivo también se obtuvo una sobre expresion
de los transportadores de monocarboxilatos (MTC) tanto de la isoforma 1 como de
la 4, con un aumento de 3.5 y 1.5 veces respectivamente. Se han realizado
estudios en cancer de mama tanto en las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231
para los transportadores de monocarboxilatos en donde se ha atribuido que el
transporte de cuerpos cetdnicos entre las células se lleva a cabo por el MTC-1
que facilita la absorcion de estos cuerpos cetdnicos mientras que el MTC-4 es el
responsable de la secrecion de estos [Whitaker-Menezeset et al.,, 2011].Se ha
reportado que los fibroblastos no expresan MTC-4 cuando se encuentran solos y
MDA-MB-231 si lo expresa, pero esta no es significativa [Whitaker-Menezeset et
al.,2011], por lo que tener una sobre expresion de estas proteinas nos podria

indicar que si hay un intercambio de cuerpos cetdnicos y lactato en el modelo de
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esferoide en co-cultivo, el aumento de lactato se puede ver observado en una

mayor produccion de lactato en el medio (Anexo 1).

7.3 Proteinas del metabolismo mitocondrial

El metabolismo mitocondrial ha tomado importancia en los ultimos afos debido a
que varios investigadores han demostrado que la mitocondria si es funcional y no
dafia como anteriormente se habia propuesto, en algunos tumores el metabolismo
mitocondrial es que suministra mayor cantidad de ATP [Moreno-Sanchez.et al
2016; Martinez-Outschoorn et al., 2016].En el modelo de esferoide el contenido de
proteinas mitocondriales presenté un cambio significativo en la enzima PDH, con
un aumento de 5 veces, esto puede sugerir que el efecto Warburg a la inversa se
esta llevando a cabo. El lactato entra por los trasportadores MCT y por la enzima
PHD se convierte en a Acetil-coenzima para poder entrar al ciclo de Krebs
[Bonuccelli et al., 2010]. Sin embargo, las otras enzimas de la via no se ven
modificadas con respecto al control, aun cuando se ha reportado para COX IV y la
SDH disminuye su expresion cuando estan asociaos con fibroblastos estas
proteinas en el modelo de co-cultivo no presentaron cambios significativos

indicando que esta interaccion no modifica el metabolismo mitocondrial.

7.4 Factores de transcripcion
El factor de transcripcion HIF-1a juega un papel importante en la progresion del
tumor. Se ha reportado para células tumorales como mediador de expresiéon de

proteinas de enzimas glucoliticas (GLUT 1, LUT3, HKI Y II, PFK-L, ALDOSA-A y
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C, PGK1, ENO, alfa-PYK-M2, LDH-A y PFKFB-3) [Marin-Hernandez et al.,2011].
En la Figura 7 se observa un incremento de 7 veces en HIF-1a en co-cultivo con
respecto al control, indicando que este factor de transcripcibn se encuentra
estabilizado. El lactato y el piruvato pueden que este factor inducido por hipoxia
sea constante [Marin-Hernandez et al.,2009] ya que en el medio extracelular de
los esferoides se encontré un aumento del lactato de 3 veces vs. el control (Anexo
1), lo que podria estabilizar a este factor y como consecuencia podemos ver un
aumento en las enzimas glucoliticas, principalmente en las enzimas controladoras
de la via en tumores (GLUT 1 y 3 y HKII) (Figura 5) [Marin-Hernandez et al.,
2009]. Por otra parte, no se observo una diferencia significativa en PPAR-y un
factor transcripcional que esta involucrado en la regulacién de algunas funciones
glucoliticas (sintesis de acidos grasos, procesos de proliferacion y ciclo celular)
[Grommes et al., 2004]. Al no presentar un cambio significado la interaccion entre
células tumorales y fibroblastos en comparacion con el control nos puede indicar
que su papel no estd tomando una gran relevancia en el co-cultivo, lo que si
ocurre con HIF-1a. El caso de c-Myc se describe como una fosfoproteina nuclear
que participa en la proliferacion, diferenciaciéon tumoral [Park et al., 2001] y
también tiene la funcion de ser un factor de transcripcidon importante para
mantener la actividad mitocondrial, generando intermediarios para el ciclo de
Krebs y biogénesis mitocondrial [Graves et al., 2012]. En el modelo de co-cultivo
presenta una disminucion con respecto al control y esta podria ser una de las
explicaciones por las que las proteinas mitocondriales no presenten ningun
cambio, ya que no hay un aumento en los metabolitos. Sin embargo, también se
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reporta como un factor importante en la biogénesis mitocondrial y se propondria
para un proyecto posterior medir la cantidad de mitocondrias por métodos de

microscopia electronica.

7.5 Metabolismo energético en co-cultivos

En el modelo de esferoides podemos ver que no hay un cambio significativo con
respecto al control y éstas se mantienen, lo que nos sugiere que la mitocondria no
tiene una modificacidon en su metabolismo al interactuar con los fibroblastos. No
obstante, hay que considerar que las expresiones de proteinas no muestran una
actividad real de las enzimas por lo que se necesita hacer actividades enzimaticas
y flujos para ver el porcentaje de ATP que esta aportando en cada via [Moreno-
Sanchez et al., 2016]. Medir una funcién de la glucdlisis (la produccién de lactato)
y la respiracion (consumo de oxigeno mitocondrial), nos permite conocer un poco
mas el metabolismo real de los esferoides en co-cultivos, este proyecto no
contempla medir estos parametros, pero un primer acercamiento de los primeros
resultados se muestra en el anexo 1 en donde vemos que la respiracion total del
cultivo es 3 veces menor en comparaciéon con la del control. El modelo de
esferoide en co-cultivo nos muestra una mayor expresion en las proteinas
glucoliticas (Figura 5) y una produccion de lactato 3 veces mayor en comparacion
con el control (Anexo 1). Se ha propuesto que este metabolito se utiliza como

sustrato para la fosforilacion oxidativa [Chiavarina et al., 2011]. Sin embargo, una

38



cuestidon de este trabajo es para qué necesita el tumor mas lactato si él mismo ya
produce mas lactato que el tejido normal (Efecto Warburg). Pareceria ser que el
lactato que le genera el fibroblasto no seria importante; pero, es probable que en
modelos tridimensionales parecidos a la realidad pato-fisiologicos de un tumor
sélido, la glucolisis pudiera ser una via principalmente utilizada por la célula
tumoral para generar intermediarios para la sintesis de nucleétidos mediante la via
de las pentosas fosfato y la generacion de nicotinamida adenina dinucledétido
fosfato (NADPH) [Chen et al.,2015]. De esta manera, el lactato generado por el
fibroblasto y usado por el tumor puede ser utilizado como precursor de acidos
grasos para la sintesis de membranas [Menendez y Lupu, 2007]. Por lo tanto, este

modelo se puede utilizar para el estudio de cada una de estas vias metabdlicas.
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8. Conclusiones

El modelo en co-cultivo de células tumorales MDA-MB-231 y fibroblasto en la
relacion 6:1 y 3:1 favorecen un incremento en el tamarno y estabilidad del modelo
3D (esferoide) en co-cultivo de cancer de mama triple negativo, lo que permite un
estudio de esta interaccion en cancer.

La relacion 6:1 (células tumorales MDA-MB-231: fibroblastos) tienen un aumento
en las proteinas controladoras relacionadas con la via glucolitica, asi como con los
factores transcripcionales como HIF-1a encargados de la transcripcion de esas
enzimas. Mediante el analisis de proteinas sugiere que la interaccion tumor:
fibroblastos, aumenta la glucdlisis, convirtiéndola en la via preferencial para la
sintesis de ATP.A pesar de que el modelo de co-cultivo no modifica el contenido
de proteinas mitocondriales nos dice que esta parte es funcional y se tiene que
considerar para el futuro planteamiento de terapias alternativas que vayan

dirigidas al metabolismo energético.
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10. Glosario

Tumor primario
Tx: tumor primario, no se puede evaluar
TO: no hay evidencia de tumor primario
Tis: CDIS carcinoma ductal in situ
CLIS: carcinoma lobulillar in situ
T1: tumor con diametro <20mm
T1mi: tumor donde su diametro mayor es <1 mm
Tla: tumor con un diametro > 1mm, pero < 5mm
T1b: tumor con un didametro > 5 mm, pero <10 mm
T1c: tumor con un diametro > 10mm, pero < 20 mm
T2: tumor que presenta un diametro > 20 mm, pero < 50 mm
T3: tumor >50 mm en su diametro mayor

T4: tumor que puede presentar cualquier tamano con extensién directa a la pared
toracica y/o dermis esta puede ser ulceracion o nédulos cutaneos

T4a: extension a la pared toracica, no incluye solo la adherencia o invasion al
musculo pectoral

T4b: ulceracién y/o ndédulos satélites y/o edema de la piel, que cumple criterios de
carcinoma inflamatorio

T4c: caracteristicas de T4a y T4b combinadas

T4d: carcinoma inflamatorio

GANGLIOS
NXx: no se puede hacer una evaluacion de los ganglios regionales.
NO: no hay metastasis a ganglios periféricos
N1: presencia de metastasis a ganglios ipsilaterales, del nivel | o Il de la axila

N2: metastasis en ganglios
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11. ANEXO 1

MEDICION DE LACTATO EN EL MEDIO

El lactato en el medio se cuantificé espectrofotométricamente a una longitud de
onda de 340nm, acoplado el consumo de lactato con la generacion de NADH, en
la reaccion catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). Se utilizé el
amortiguador Hidracina (0.4M) /glicina (0.5M) pH: 4.9, 1ml por celda, 20 pl de LDH
(1:4, 10U), 10ul de NAD* (Stok 100 mM) y 20ul de medio recolectado 24 horas
antes tanto control (esferoides de MDA-MB-231), como de la condicién6:1 (MDA-
MB-231: MEFs). También se cuantificé el lactato que contiene el medio lo cual se

le restd a la cuantificacion experimental.
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Il Lactato en elmediode MCTS MDA-NWB231
. I | actato en el medio de MCTS 6:1
0.40 A

Figura 8. Produccién de lactato en el medio cuantificado a las 24 horas. Se agrego medio
de cultivo fresco en el dia 9 y, al cumplir 24 horas, se recolecté y se cuantificaron en las
unidades mM/mg/hrs (24 hrs) de lactato. Se observa una mayor produccién en la
condicion 6:1 (barra azul derecha) en comparacion con el control (barra negra, izquierda).
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RESPIRACION MITOCONDRIAL

El consumo de oxigeno se midi6é utilizando el Oxygraph-2K (instrumento para
respirometria de alta resolucion). Se incubaron los esferoides MDA-MB-231
(relacién 1:0, control) y MDA-MB-231: MEFs (relacién 6:1, experimental) (1 mg de
proteina / ml) a 37 ° C en un buffer Ringer Krebs(KR) saturado de aire bajo
agitacion constante a 400 rpm. El flujo de OxPhos se estimé mediante la adicién
de oligomicina a una concentracion final de 5 uM, el consumo de oxigeno no
mitocondrial se estimé mediante la adicion de KCN a una concentracion final de 10
mM Finalmente, la concentracion de oxigeno cero se determiné mediante la

adicion de un exceso de ditionita de sodio.

Tabla 4. Consumo de oxigeno en esferoides MDA-MB-231 y MDA-MB-231: MEFs

MDA-MB-231 12+3 2+0.4
Esferoide
6:1 3.3 2
Esferoide

La tabla muestra el consumo total de oxigeno en ngAtO/min/mg y la fosforilacién
oxidativa (OxPhos) dado por MDA-MB-231 con un total de n=3 y el co-cultivo 6:1
(MDA-MB-231: MEFs) con n=1.
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Figura 9. Trazo representativo de consumo de oxigeno por esferoides control
(MDA-MB-231) en el equipo Oroboros.
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