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“Nos encontramos en los comienzos mismos de la era de la raza humana.

No es il6gico que tengamos o que tropecemos con problemas,

pero hay decenas de miles de afios en el futuro.

Es responsabilidad nuestra hacer lo que podamos,

aprender lo que podamos, mejorar las soluciones y transmitirlas a nuestros sucesores. Es
responsabilidad nuestra dejar las manos libres a las generaciones futuras.”

(Richard Feynman, 1918-1988)
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RESUMEN

En el microambiente tumoral, algunas condiciones como la heterogeneidad celular, las concentraciones
de oxigeno y la inmunoedicion ejercida por las células del sistema inmune, inducen un proceso de
seleccion natural que favorece la adaptacion de las células de cancer al ambiente cambiante. Estas
condiciones pueden potenciar el inicio, la supervivencia y proliferacion de las células de cancer. Aunque
existen algunos trabajos que muestran los cambios que presentan las células del sistema inmune en el
microambiente tumoral, se desconocen los posibles efectos que genera la presencia de este tipo de
células sobre la regulacion del metabolismo glucolitico y el estrés oxidativo en células de cancer de
colon y como esto puede fomentar la supervivencia de este tipo de células durante la inmunoedicion.
En este estudio se propone un sistema de co-cultivo in vitro entre Células Mononucleares de Sangre
Periférica (CMSPs) y la linea celular de cancer de colon humano HT29 para estudiar los posibles
cambios metabolicos y de estrés oxidativo de las células cancerosas. Las células fueron co-cultivadas
por 24 horas en relaciones HT29: CMSP como sigue, 1:0 (HT-29 en monocultivo), 1:%2, 1:3, 1:5y 1:10,
en normoxia (20% O2) o hipoxia (1% O). Se determino la viabilidad celular, apoptosis, captacion de
glucosa, la concentracion de lactato extracelular, los niveles de proteinas involucradas en el
metabolismo glucolitico tales como Hexoquinasa 2 (HK2), la Isoenzima Piruvato Quinasa M2 (PKM2)
y los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS).

Los resultados mostraron una disminucién en la viabilidad de las células HT-29 entre un 15 a 25% y
un incremento en la apoptosis temprana entre un 10 a 15%, en la apoptosis tardia entre un 7 a 10% y
en la necrosis del 5% al incrementar el nimero de CMSP en el co-cultivo. El consumo de glucosa en
las células HT-29 y la concentracion de lactato en el medio extracelular se vieron incrementados para
las relaciones bajas del co-cultivo, pero disminuy6 en la relacion mas alta. Los niveles de PKM?2 no se
vieron alterados en las diferentes relaciones evaluadas. Sin embargo, los niveles de HK2 disminuyeron
ligeramente en la relacion 1:10 en normoxia. Los niveles de ROS incrementaron gradualmente a medida
que se incrementd el nimero de CMSPs en el co-cultivo en condiciones de normoxia, pero no en
hipoxia. Los cambios metabdlicos en las relaciones bajas del co-cultivo podrian estar asociadas a la
glucdlisis anaerobia o al efecto Warburg, mientras que las relaciones altas podrian estar asociadas a un
efecto Warburg reverso. Este modelo podria ser aplicado para identificar cambios metabdlicos en
células tumorales que hayan sido co-cultivadas por contacto directo con células del sistema inmune.

PALABRAS CLAVE.

Metabolismo glucolitico tumoral, respuesta inmune celular, inmunoedicion, respuesta celular a estrés,
cancer de colon, co-cultivo celular, células mononucleares de sangre periférica (CMSPs), HT-29.



ABSTRACT

In the tumoral microenvironment, some conditions such as the cellular heterogeneity, concentration of
oxygen and immunoediting exerted by immune cells, could induce a natural selection process which
favors the adaptation of cancer cells to the changing environment. These conditions could enhance the
initiation, survival and proliferation of cancer cells. Although there are some works focused on the
possible changes that suffer the immune system cells in the tumoral microenvironment, it is unknown
the possible effect that the presence of immune cells has on the regulation of glycolytic metabolism and
oxidative stress in colon cancer cells and how it could influence the survival of these type of cancer
cells during immunoediting. This study proposed an in vitro co-culture system between peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) and HT29 human colon cancer cells as an in vitro model to study possible
changes in glycolytic metabolism an oxidative stress of cancer cells. The cells were co-cultured for 24h
at ratios between HT29: PBMCs as follow, 1: 0 (HT-29 monoculture), 1: 2, 1: 3, 1: 5 and 1: 10, in
normoxia (20% O2) or hypoxia (1% O3). Cell viability, apoptosis, glucose uptake, lactate concentration
in the extracellular medium, the levels of proteins involved in the glycolytic metabolism, such as
Hexokinase 2 (HK2) and Pyruvate kinase isozymes M2 (PKM2) and levels of reactive oxygen species
(ROS) were determined.

The results showed a decrease in the viability of the HT-29 cells between 15 and 25% and an increase
in stages of early apoptosis between 10 and 15%, late apoptosis 7 to 10% and necrosis 5% when the
number of PBMCs was increased in the co-culture. The glucose uptake and lactate concentration in
extracellular medium increase for the low ratios of co-culture, but decrease for the highest ratio of co-
culture. Levels of PKM2 were not altered at any of ratios tested. However, the levels of HK2 slightly
decreased at 1:10 ratio in normoxia. The ROS levels increased gradually when the number of PBMCs
was increased in normoxia but not in hypoxia. The metabolic changes at low ratios of co-culture could
be linked with the anaerobic glycolysis or the Warburg effect, meanwhile the high ratios of co-culture
could be linked with the reverse Warburg effect. This model could be applied to identify metabolic
changes in the tumor cells following direct contact with immune cells.

Keywords.

Tumoral glycolytic metabolism, immune response, immunoediting, cellular stress response, colon
cancer, cell co-culture, Peripheral Blood Mononuclear Cells, HT-29.
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del ligando kappa-B. ligand.

RIPA Buffer de ensayo de Radioimmunoprecipitation assay buffer.

radioinmunoprecipitacion.




ROS Especies reactivas de oxigeno Reactive Oxygen Species.

RNA Acido ribonucleico. Ribonucleic Acid.

Src Proto-oncogen de la proteina tirosina Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src.
quinasa Src.

STAT-3 Transductor de sefial y activador de la Signal transducer and activator of
transcripcion 3. transcription 3 (STAT3).

TGF-a Factor de crecimiento transformante Transforming growth factor alpha.
alfa.

TGF-B Factor de crecimiento transformante Transforming growth factor beta.
beta.

Th17 Células T ayudante 17. T helper 17 cells.

TNF Factor de necrosis tumoral. Tumor necrosis factor.

VDAC Canales de anions dependiente de Voltage-dependent anion channels.
voltaje.

whnt Via de sefializacion Wnt. Whnt signaling pathways
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CAPITULO 1:

INTRODUCCION

La gran heterogeneidad del microambiente tumoral se debe entre otros aspectos, a que se compone de
varios tipos de células y de condiciones diversas en cuanto al pH, la disponibilidad de nutrientes o las
concentraciones de oxigeno presentes. Alli se encuentran células cancerosas, fibroblastos, células
endoteliales, y en gran proporcion células del sistema inmune, ademas de los componentes de la matriz
extracelular y algunas sustancias secretadas por las mismas células como citoguinas y quimioquinas.

Aunque en varios estudios se ha podido establecer que el microambiente tumoral es determinante en el
crecimiento del tumor, en cuanto a aspectos como la inflamacién y especificamente la inmunoedicion,
se conoce muy poco del efecto regulador que tienen las células que componen dicho microambiente
sobre la respuesta y adaptaciones metabolicas de las células cancerosas.

El grupo de investigacion de Bioquimica y Biotecnologia (Bio-Bio) de la Universidad del Rosario, con
su linea mecanismos bioquimicos y moleculares de la respuesta celular activada por estrés, tiene un
gran interés en simular el microambiente tumoral y estudiar en este contexto, el efecto que ejercen las
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) sobre la respuesta metabolica de las células
tumorales de cancer de colon.

Este trabajo se realizé en tres fases. La primera se enfoco en establecer las condiciones 0ptimas del co-
cultivo celular y en evaluar la viabilidad y los diferentes estadios de apoptosis que ilustraran si el
modelo in vitro planteado podria ejercer una accién citotdxica por parte de las células inmunes que
asemejara el primer paso de la inmunoedicién. En la segunda se evalud la existencia de cambios a nivel
del metabolismo glucolitico a través de la medicion de la produccion de lactato al medio extracelular,
el pH del medio extracelular, la captacion de glucosa y los cambios de los niveles de dos proteinas
involucradas en el metabolismo glucolitico, tales como HK2 y PK-M2. En la tercera fase se evaluaron
los cambios en el estrés oxidativo a través de la medicidn de la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS).

MARCO TEORICO

Recientemente se ha reconocido y acufiado el término de microambiente tumoral para hacer referencia
a la interrelacion entre las células tumorales y las células normales (fibroblastos, células endoteliales,
células de la respuesta inmune) que componen el tumor, ademas de las condiciones de oxigenacion, pH
y disponibilidad de nutrientes.
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Durante el desarrollo del tumor se han podido evidenciar ciertas caracteristicas biolégicas distintivas
entre las que se encuentran: sefiales de proliferacion sostenida, evasion de supresores de crecimiento,
resistencia a la muerte celular, bajo control en la inmortalidad replicativa, induccion de la angiogénesis
y activacion de la invasion y la metéstasis. Mas recientemente se han incluido en dicha lista la
inestabilidad gendmica, la inflamacion, la evasion de la accién inmune sobre células malignas y la
reprogramacion del metabolismo energético *.

Tomando como base el metabolismo energético, algunos estudios describen la reprogramacion que
presentan las células cancerosas hacia un metabolismo glucolitico y el incremento en la expresion o
actividad de algunas proteinas involucradas en esa via metabdlica 1. Ademas, se ha profundizado en
la relevancia de un switch metabolico, para que las células cancerosas puedan obtener los metabolitos
suficientes (acidos nucleicos y amino acidos) que permitan la generacion de macromoléculas necesarias
durante la proliferacion celular 68°. Otros estudios han demostrado que, en condiciones de normoxia,
algunos tumores presentan subpoblaciones de células de cancer que pueden estar mas dirigidas hacia
un metabolismo de fosforilacién oxidativa pasando por la glucolisis y el ciclo de Krebs. Otras células
estan mas dirigidas hacia un metabolismo glucolitico de produccion de lactato (efecto Warburg) %12y
otras podrian consumir lactato extracelular para transformarlo a piruvato y posteriormente a Acetil-
CoA dirigiendolo al ciclo de Krebs y posteriormente a la fosforilacion oxidativa (efecto Warburg
reverso)®s,

Otros trabajos se han enfocado en la influencia que tienen citoquinas'**®, factores de transcripcion,
oncogenes y supresores de tumor en la modulacion del metabolismo glucolitico de las células
cancerosas>101116.17 "Sin embargo, un aspecto que se ha dejado un poco de lado en muchos de estos
estudios, es la posible influencia de otras células del microambiente tumoral sobre el metabolismo
glucolitico de las células de cancer, especificamente, el efecto de las células del sistema inmune y sus
posibles implicaciones en el crecimiento del tumor y en la resistencia a los tratamientos antitumorales.

1.1 La inflamacion y su relacién en la interaccion entre células tumorales y CMSPs dentro del
microambiente tumoral.

En estudios sobre cancer colorrectal se ha establecido una correlacién entre la inflamacion en el colon,
el desarrollo y progresion del tumor. Se ha visto que alteraciones en algunos genes supresores de
tumores u oncogenes podrian estar relacionadas con el microambiente tumoral, ligado directa o
indirectamente a un proceso inflamatorio. Por ejemplo, la transicion de un epitelio normal a un tumor
maligno involucra la alteracion de genes supresores de tumores (tales como APC y p53) y oncogenes
(como K-ras), que podria estar vinculada a una constante activacion de algunas rutas de sefalizacion
promovidas por citoquinas pro-inflamatorias o dafios a nivel gendmico por especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno. De tal modo, los tumores se benefician de las sefiales proliferativas y de
supervivencia que se generan en dicho microambiente tumoral para continuar con su progresion 415,

Con base en el estudio de algunas enfermedades inflamatorias que se presentan a nivel intestinal como
la colitis ulcerativa o la enfermedad de Crohn, se ha podido establecer la conexidn entre la inflamacion
y la tumorogénesis del cancer colorrectal. A los tumores involucrados con enfermedades inflamatorias
se les conoce como cancer asociado a colitis (CAC) 319, Sin embargo, algunos tumores colorrectales
que no estan asociados clinicamente con dichas enfermedades, denominados generalmente de cancer
colorrectal (CRC), también presentan infiltraciones inflamatorias y un incremento de citoquinas pro-
inflamatorias #'°. Ambos tipos de tumores tienen en comin la alteracion de algunas vias de
sefializacion o factores de transcripcion, tales como la via Wnt, B-catenina, K-ras, p53, TGF-, STAT-
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3, NFk-B y proteinas de reparacion de errores del DNA (MMR) %22, Algunos de estos factores de
transcripcion, como por ejemplo STAT-3 y NFk-B, son esenciales en la activacion de vias de respuesta
inflamatoria.

Aunque la inflamacidn cronica puede estar involucrada en los tres estadios de desarrollo del tumor:
iniciacion, promocion y progresion, esta resulta ser mas relevante durante la promocién y la progresion
del tumor #1° De hecho, la progresion del tumor se sustenta en la interaccion entre las células
tumorales y algunos componentes del microambiente tumoral, tales como: citoquinas, quimioquinas y
matriz extracelular. En general los tumores estan infiltrados por varios tipos de células, con una gran
proporcidn de células del sistema inmune, entre las que se encuentran neutréfilos, mastocitos, células
natural Killer, células dendriticas, macréfagos asociados a tumores, algunas células supresoras
derivadas de la linea mieloide, linfocitos T, linfocitos B, fibroblastos y miofibroblastos 14*°.

1.2 Citoquinas y vias de sefializacion involucradas en la progresion del cancer asociadas a
inflamacion.

En el microambiente tumoral, durante la interaccidn entre células del sistema inmune y células de
cancer de colon, se ha visto que hay un incremento en la produccion de citoquinas pro-inflamatorias y
algunas citoquinas anti-inflamatorias. Dentro de las citoquinas pro-inflamatorias se encuentran IL-6,
IL-1, IL-1a, IL-1B, IL17, IL22, IL23, TNF y EGF #1>23-2° Dentro de las citoquinas anti-inflamatorias
se encuentran IL-10, IL-11 y TGF-B %6-28, Aunque, en el microambiente tumoral, no se tiene la certeza
en qué proporcion estaria contribuyendo a la produccion de estas citoquinas cada tipo de células, si se
podria pensar que la mayor contribucion vendria por parte de las células del sistema inmune que
generan algun tipo de respuesta cuando estan en presencia de células de cancer de colon.

Hay varios indicios que vinculan a las citoquinas con la progresion del cancer de colon. Por ejemplo,
la IL-6 estimula la proliferacién de enterocitos premalignos y de células de cancer de colon
incrementando el crecimiento del tumor 262°3!, También promueve la diferenciacion de las células
Th17, las cuales pueden mantener un proceso inflamatorio sostenido y regular la supervivencia de otras
células T pro-inflamatorias *2-¢. Otro ejemplo es el TNF, el cul actiia como un factor promotor del
tumor al incrementar el proceso inflamatorio en las enfermedades intestinales. EI TNF se presenta en
los primeros estadios de inflamacion y se relaciona con la produccion de otras citoquinas, quimioquinas
y moléculas de adhesion endotelial. También incrementa la permeabilidad vascular, permitiendo el
reclutamiento de mas leucocitos en el sitio de inflamacion 2>2°3"-4°_Otro ejemplo de citoquinas que se
ven incrementadas en los primeros estadios de inflamacién, es la familia de IL-1. Esta familia de
citoquinas se ha visto fuertemente asociada a varios canceres gastrointestinales, incluyendo el cancer
gastrico y el CAC 444,

Algunas citoquinas parecen jugar un papel paraddgjico, tal como el TGF-B, el cual puede actuar de
manera antitumoral en algunos canceres gastrointestinales, a través de la inhibicion de la proliferacion,
estimulando la apoptosis, y suprimiendo la expresion de otras citoquinas pro-tumorigénicas?®#>-8, Sin
embargo, en algunos estados avanzados, esta citoquina contribuye a la progresion maligna del tumor
promoviendo la transicion epitelial-mesenquimal y suprimiendo la actividad antitumoral de las células
inmunes, para facilitar la metastasis *°.
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Durante el proceso inflamatorio se activan cuatro vias de sefializacion que llevan al desarrollo del tumor
y que corresponden a la activacion de NF-kB?°, STAT-32!, Wnt/Bcatenina®> y AKT-mTOR®.
La activacion aberrante de NF-xB ha sido detectada en mas del 50% de tumores colorrectales 0 CAC?,
La activacion constante de esta via induce la progresion del tumor incrementando la proliferacion
celular, la angiogénesis, inhibiendo la muerte celular y promoviendo la invasién y metastasis. La
actividad antiapoptética de NF-xB esta mediada por la activacion de los genes Bcl2, Bcel-xL y
cFLIP?%°03L | as citoquinas pro-inflamatorias que activan esta via en las células de cancer de colon son
TNF, IL-1, IL-1B, IL17, RANKL y linfotoxina-p 415,

La activacion del factor de transcripcion STAT3 se puede dar por muchos factores de crecimiento y
citoquinas'#*>2!, tales como IL-11, 1L-22°?, el factor de crecimiento de hepatocito, ligandos del receptor
EGF (TGF-a%®, EGF), y algunas tirosina quinasas oncogénicas (c-Met o Src). Las citoquinas pro-
inflamatoria mas descritas en cancer de colon que activan esta via son IL-62%32 y IL-173453% Hasta
el momento no se ha visto que la via NF-kB o STAT3 presenten mutaciones que mantengan estas vias
activas en cancer colorrectal o tumores asociados a colitis*!°, Esto sugiere que la regulacion alterada
de estas vias se da de manera autocrina o paracrina, ya sea por las mismas células cancerosas y/o por
células del sistema inmune, a través de moléculas solubles .

Las vias Wnt/Bcatenina y AKT/mTOR, se han visto involucradas con las dos primeras vias, NF-kB y
STAT3>®, La activacion de NF-xB por citoquinas pro-inflamatorias, como IL-1p, activa
indirectamente las vias AKT/mTOR y Wnt a través de las proteinas PDK1 y GSK3°°. Al activar
AKT/mTOR y Wnt se estimula la proliferacion de las células tumorales dado que su activacién regula
la transcripcion de genes involucrados en la progresion del tumor como c-myc, c-jun, ciclina-D®2224,
Ademas de que AKT/mTOR y Wnt son relevantes en la progresion del tumor bajo un componente
genético, también estan regulando la progresion del tumor a nivel metabdlico. Al activarse estas dos
vias, se estimula la transcripcion y traduccion de las proteinas PDK y HIF-1a las cuales regulan el
metabolismo glucolitico®”°. De hecho, estas dos vias podrian tener una fuerte conexion que demuestre
que existe un cambio metabolico de las células tumorales de cancer de colon asociada a las citoquinas
pro-inflamatorias generadas durante un proceso inflamacion en el cancer colorrectal y el cancer
asociado a colitis>*>°,

1.3 Inmunoedicion

Al proceso inflamatorio que va ligado al desarrollo y la progresion del tumor se le conoce como
inmunoedicion, figura 1. Este proceso se compone de tres etapas. La primera se le conoce como
inmunovigilancia o de eliminacion, la segunda se le conoce como inmunoseleccion o de equilibrio y la
tercera se le conoce como inmunosubversion o escape tumoral. En la inmunovigilancia, se regula la
deteccidn y la eliminacion de células transformadas o aberrantes y se mantiene en un estado de
dormancia a los tumores pequefios. Este proceso se efectla a través de células T CD8", células CD4*y
celulas Natural Killer. En la inmunoseleccion, se establece un balance entre una inflamacion
antitumoral y una inflamacion protumoral. En esta etapa se inicia un proceso de inmunosupresién en
las células del sistema inmune. Ademas, podrian estar asociados cambios de tipo metabolico, en vias
de sefializacidn, genético y epigenético a nivel de las células de cancer, que le podrian conferir a estas,
resistencia y supervivencia frente a la accion del sistema inmune. En la Gltima etapa de escape tumoral,
la inflamacion protumoral sobrepasa la accion de la inmunidad antitumoral, mediante la regulacién de
la supervivencia de las celulas tumorales, regulacion de la proliferacion de las mismas, la induccion de
angiogeénesis a nivel tumoral y a través de una accion inmunosupresora por parte de algunas células T
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reguladoras %3, Todo este proceso de inmunoedicion se ha visto vinculado a un estado inflamatorio
claramente observado en enfermedades intestinales.
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Figura 1. Pasos de la inmunoedicién. La primera se le conoce como inmunovigilancia o de eliminacion, la segunda se le
conoce como inmunoseleccion o de equilibrio y la tercera se le conoce como inmunosubversion o escape 864, Fuente:
elaboracion propia.

1.4 Metabolismo glucolitico en células de cancer.

El acceso al oxigeno es fundamental para la mayoria de los organismos. Las fluctuaciones en los niveles
de este gas, han obligado a los organismos multicelulares a responder y adaptarse a estos cambios a
través de elaborados mecanismos moleculares. Cuando el oxigeno se vuelve limitante, las células
responden llevando su metabolismo celular hacia el bajo consumo de oxigeno y minimizando la
influencia de los radicales libres de oxigeno. Como consecuencia, se presenta una disminucién en la
fosforilacion oxidativa y un incremento en la dependencia de la glucolisis como fuente primaria de
produccion de ATP 2776568,

Entre los cambios moleculares mas importantes que buscan contrarrestar los efectos deletéreos de los
bajos niveles de oxigeno se encuentran: el aumento en la expresion de genes que codifican para enzimas
glucoliticas y transportadores de glucosa, que permiten el cambio hacia la via glucolitica®>’; factores
de transcripcion que expresan enzimas encargadas de regular el estrés oxidativo; factores angiogénicos
que promueven la vascularizacién, para incrementar la oxigenacion; y oncoproteinas, que le dan a las
células tumorales hipoxicas ventajas en su crecimiento®®1:13

La mayoria de los tumores sélidos con volimenes mayores a Imm? contienen tanto regiones hipdxicas
como normoxicas, debido a un desequilibrio entre la disponibilidad y el consumo de oxigeno **47°,
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Ademas, también se han podido observar diferencias en cuanto al metabolismo de las células
cancerosas, siendo esto un reflejo de la heterogeneidad que se presenta en los tumores.

1.4.1 Efecto Warburg

Tal vez la caracteristica mas notable en cuanto a las diferencias metabdlicas que pueden presentar
algunas células cancerosas, es el cambio metabolico dirigido hacia la fermentacion lactica,
independientemente de la disponibilidad de oxigeno. A este fendbmeno se le conoce como efecto
Warburg 2457,

Dentro de las moléculas y enzimas que se ven activadas o cuya expresion se ve incrementada, en el
metabolismo glucolitico, ya sea en condiciones de hipoxia o durante el efecto Warburg, estan: los
transportadores de glucosa, GLUT 1, 2, 3 y 4; Hexoquinasa 2 (HK2); Aldolasa A; GAPDH;
fosfoglicerato quinasa 1; fosfoglicerato mutasa; Enolasa 1; Piruvato quinasa M2 (PKM2) y lactato
deshidrogenasa A (LDHA)%57,

1.4.2 Efecto Warburg reverso

En el efecto Warburg reverso algunas células del microambiente tumoral estan dirigidas a realizar un
metabolismo de glucolisis anaerobia, lo cual genera un incremento en el lactato extracelular por parte
de estas. El incremento de lactato extracelular puede ser tomado como una ventaja para algunas células
cancerosas y no cancerosas que captan el lactato secretado y lo incorporan para su transformacion en
piruvato y posteriormente en Acetil-CoA que ingresa al ciclo de Krebs!3. De este modo dichas células
obtienen energia a partir del lactato extracelular disponible en el microambiente tumoral®2,

1.4.3 Glutaminolisis

Otro aspecto a considerar en el microambiente tumoral es la acidosis que se genera por la presencia del
lactato y protones libres en el medio extracelular. La acidosis puede repercutir en un cambio de la
actividad metabolica de manera compatible y paralela al efecto Warburg reverso. Cuando hay un
incremento en el lactato extracelular y una disminucién en el pH se ha observado un incremento en la
glutamindlisis. Esta transforma glutamina en glutamato y posteriormente en alfa-cetoglutarato para
ingresar en el ciclo de Krebs, contribuyendo en la generacion de ATP, siendo fuente de esqueletos
carbonados para la posterior sintesis de acidos grasos®.

Tanto en el efecto Warburg reverso como en la glutamindlisis se da una disminucion en el consumo de
glucosa y la glucolisis anaerobia. Sin embargo, esta disminucion no llega a reducir completamente el
consumo de glucosa, en vez de eso, la célula direcciona la glucosa consumida a la via de pentosas
fosfato. Este redireccionamiento tiene dos fines. El primero es la produccion de esqueletos carbonados
para la sintesis de nucledtidos y acidos nucleicos. El segundo y tal vez mas relevante es tratar de mitigar
el efecto del estrés oxidativo generado por la acidosis o la inflamacion, en el microambiente tumoral, a
través de la generacién de NADPH que actia como un agente reductor de las ROS presentes en la
célula®>8,

1.4.1 HK2
Como indicadores de un posible cambio sobre el metabolismo glucolitico, en este proyecto, se evalud
los niveles proteicos de las enzimas HK2 y PKM2.
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Las hexoquinasas son una familia de proteinas que catalizan el primer paso del metabolismo de la
glucosa, la fosforilacion dependiente de ATP de la glucosa (Glc) para obtener glucosa 6 fosfato (G6P).
El paso de Glc a G6P promueve y regula un gradiente de concentracion que facilita la entrada de glucosa
a las células. Dentro de la familia de hexoquinasas se encuentran principalmente 4 isoformas,
expresadas en tejidos de mamiferos y codificadas por genes separados. Las isoformas son HK1, HK2,
HK3 y HK4 (también conocida como glucoquinasa). HK1, HK2 y HK3 que tienen un peso molecular
de 100kDa son isoformas de alta afinidad con un Km=~0.02mM, mientras que la HK4 con un peso de
50 kDa tiene una afinidad mas baja, Km= ~5mM. Dicha afinidad puede ser regulada por la
concentracion de G6P %974,

Para el caso de este trabajo nos enfocamos en HK2 ya que se ha visto sobre expresada en células de
cancer, induciendo una aceleracion en el flujo de glucosa hacia el interior de la célula. HK2 esta
expresada en altos niveles en tejidos embrionarios y en un nimero muy limitado de tejidos normales
de adultos, tales como tejido adiposo, esquelético y de musculo cardiaco. En cancer colorrectal se ha
visto una alta expresion de HK2 en regiones del tumor donde se refleja un alto consumo de glucosa y
de actividad glucolitica®®"4,

HK2 tiene una estrecha relacion con la mitocondria a través de la interaccion con una proteina
semejante a un poro que es un canal anionico dependiente de voltaje (VDAC) localizado en la parte
externa de la membrana mitocondrial. EL VDAC permite el paso de pequefios metabolitos (peso
molecular < 1500) a través de la membrana, por ejemplo, facilitando el paso de nucleétidos de adenina

hacia la cara externa de la mitocondria. Ademas, sirve como sitio de union para HK y glicerol quinasas
75,76

La union entre HK2 y VDAC es crucial para que HK2 pueda obtener ATP desde la mitocondria y pueda
realizar su accion enzimatica. Ademas dicha interaccion es critica en la prevencion de la induccion de
apoptosis’"’8, Esto se ha podido inferir de experimentos en los cuales sobre-expresan a VDAC o mutan
aminoacidos claves en la union de HK2 a VDAC y se observa un incremento en la induccion de
apoptosis en tumores’®82. Aun no es claro como podria estar regulandose la apoptosis debida a esta
union, sin embargo, algunas hipdtesis plantean que la unién de HK2 a VDAC altera la conformacion
de VDAC generando un estado cerrado del canal que previene la transicion de permeabilidad
mitocondrial inducida por Ca?*, lo cual genera la permeabilidad en la membrana interna mitocondrial
y la liberacion de citocromo C88, Otra hip6tesis plantea que HK2 al unirse con VDAC altera su
conductancia. Esto suprime la funcién mitocondrial y estimula la fermentacion lactica’® @,

Con relacién a nuestro modelo de estudio, se ha visto que en lineas celulares de cancer colorrectal como
HT-29, T84, Caco-2 y HCT116, la expresién de HK2 aumenta bajo la presencia de IL-17. La IL-17 es
una citoquina pro inflamatoria secretada principalmente por linfocitos Th17%3. En el microambiente
tumoral la interaccién entre las células tumorales y las CMSPs podria inducir la diferenciacion de estas
Gltimas hacia un fenotipo Th17 y con ello la secrecion de algunas interleuguinas como la IL-17 lo que
podria a su vez, aumentar la expresion de HK2 en las celulas HT29.

1.4.2 PKM2

Las enzimas piruvato quinasas (PKs) catalizan la transfosforilacion desde el fosfoenolpiruvato (PEP)
hacia ADP como ultimo paso de la glucoélisis para generar ATP y piruvato. La produccion de ATP a
partir de las PKs es independiente de oxigeno, lo cual facilita la supervivencia de células en condiciones
de hipoxia &%,
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Existen 2 isoenzimas pertenecientes a la familia de las PKs que son codificadas por el gen PKM, la
isoenzima Piruvato Quinasa de tipo M1 (PKM1) y la isoenzima Piruvato Quinasa de tipo M2 (PKM2).
Se diferencian entre si por splicing alternativo del exén 9 (para PKM1) y 10 (para PKM2), lo cual
genera una diferencia de 23 aminoacidos en la region carboxilo terminal de la enzima. PKML1 es
expresada en Organos que requieren una alta generacion de energia, tales como musculo y cerebro,
mientras que la PKM2 esta asociada a tejidos de pulmon, islotes pancreaticos, tejido graso, retina o
aquellos cuyas células estan en una alta tasa de sintesis de acidos nucleicos, como células proliferantes,
células embrionarias o células tumorales®®-92,

La piruvato quinasa es usualmente un homotetramero compuesto de 4 subunidades idénticas y cada
subunidad se compone de 4 dominios. PKM2 se puede encontrar en forma de dimero o tetramero y
puede ejercer diferentes funciones dependiendo de la forma en que se encuentre. La PKM2 que se
encuentra activa y en su forma tetramérica, tiene una alta afinidad por el sustrato PEP para producir
ATP y piruvato, mientras que cuando se encuentra en su forma dimérica, tiene una baja afinidad por el
sustrato PEP y su actividad enzimatica disminuye 893,

Una célula en division requiere de dos condiciones: energia e intermediarios metabdlicos
(fosfometabolitos), necesarios como precursores de la sintesis de &cidos nucléicos, amino &cidos y
lipidos. La primera condicion se ha visto asociada a la oxidacion completa de la glucosa a través de la
via glucolitica, bien sea en su culminacion por la fermentacién lactica o por los procesos de respiracion
celular; la PKM2 se mantiene en su forma tetramérica, permitiendo un flujo continuo de la via
glucolitica, y de este modo produce ATP y piruvato. La segunda condicion se ha visto asociada a la via
de las pentosas fosfatos, y a la produccién de fosfolipidos a partir del gliceraldehido 3 fosfato y la
produccion de serina a partir de glicerato 3 fosfato por la derivacion de reacciones de la via glucolitica;
la PKM2 se mantiene en su forma dimérica generando un blogueo del flujo glucolitico y una
acumulacion de los intermediarios de la glucélisis que pueden entrar a las diferentes vias de sintesis de
precursores. A este tipo de regulacion metabdlica se le conoce como “Metabolic budget system 2.

Ademas de la regulacién metabdlica que presenta PKM2 en sus formas tetraméricas y diméricas,
también se ha visto asociada a multiples funciones no glucoliticas y a varias proteinas citosolicas y
nucleares. Dentro de las proteinas con las que se ha visto involucrada estan: “HERC1, A-Raf,
cytoplasmic-PML, pantothenate kinase 4, octamer-4, SUMO ubiqutin E3 ligase, thyroid hormone,

somatostatin”, entre otras %,

1.5 Especies Reactivas de Oxigeno (ROS).

Las ROS son moléculas derivadas del oxigeno (O2) que pueden oxidar otras moléculas, y pueden estar
en forma de radicales libres (O : anion superdxido) o como peroxido de hidrogeno (H202) %

Las especies reactivas de oxigeno ROS tienen un papel fundamental en el desarrollo de cancer a través
de diferentes mecanismos que incluyen: 1) Induccién de dafio estructural en el DNA, alteracion de
oncogenes 0 genes supresores de tumor; 2) alteracion de vias de sefializacion citoplasmaticas y
nucleares; 3) Modulacion de la actividad de genes y proteinas que responden a estrés y regulan procesos
de proliferacion, diferenciacion y apoptosis %%,

Existen varias fuentes de ROS incluyendo: 1) La mitocondria, debido a una disrupcién en la cadena de
transporte de electrones, en donde la fuga de electrones en los complejos enzimaticos | y 111 producen
02y posteriormente H20, ¥; 2) La membrana plasmatica por NADPH oxidasas, lipooxigenasas y en
el espacio extracelular por xantina oxidasas; 3) Los peroxisomas, principalmente por oxidacion de
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acidos grasos, D-amino oxidasa acida, L-2 hidroxidcido oxidasa y urato oxidasa; 4) El citosol,
relacionadas con oOxido nitrico sintasa, lipooxigenasa; y 5) El reticulo endoplasmico (principalmente
citocromo P450, enzimas b5, diamino oxidasa y Ero1) %1,

Un aspecto interesante a recalcar es como podrian ser incrementados los niveles de ROS a medida que
se incrementan el nimero de células del sistema inmune presentes en el microambiente tumoral. Esto
se deduce de la accion citotdxica que ejercen los macrofagos y los linfocitos durante el proceso
inflamatorio. Este incremento de ROS va vinculado a la accion de citoquinas que son secretadas al
medio extracelular y/o a la induccién de apoptosis por parte de las CMSP 14101102

Algunos resultados asocian a citoquinas con el incremento de ROS en varios tipos celulares. Por
ejemplo, TNF-a incrementa los niveles de ROS mitocondrial en células tumorales, células endoteliales
y hepatocitos!®1%: |L-1B estimula la produccion de ROS en células de epitelio pigmentario retinal,
células de anemia de Fanconi y hepatocitos??19510; |EN- y incrementa los niveles de ROS en lineas
celulares de linfoblastos 117, A pesar de las evidencias, se desconocen los mecanismos exactos o las
vias de sefializacion por los cuales acttian cada uno de los tipos de citoquinas para generar ROS. Hasta
el momento sélo se ha podido discernir que la induccion de ROS por TNF- o e IFN-y es dependiente
del complejo 11 de la cadena de transporte de electrones®, mientras que la induccion de ROS por IL-
1B esta mas asociada a las NADPH oxidasas®®.

El incremento de ROS en el microambiente tumoral, bajo la accion de citoquinas, en niveles tolerables
(no citotoxicos) para las células cancerosas, podria contribuir en la modulacion del metabolismo celular
dirigido hacia glucdlisis anaerobia. Esto se infiere del hecho de que las ROS estan implicadas en la
activacion de PI3K, AKT, MAPKp38 y AMPK, las cuales estan involucradas en la estabilidad de HIF-
la. y su translocacion al nucleo. Al activarse HIF-la se induce la transcripcion y expresion del
transportador de glucosa GLUT-11%, o cual favorece la glucélisis anaerobia.

1.6 Planteamiento del problema.

Durante la progresion del cancer de colon, la inmunoedicién y las condiciones de nhormoxia e hipoxia
desencadenan un proceso de seleccion natural que favorece la adaptacion de células de céancer al
ambiente cambiante, que en la mayoria de los casos, estd vinculada a la activacion de vias de
sefializacion. Dicha activacion ocurre tanto en las células del sistema inmune como en las células de
cancer de colon, luego de estimulos autocrinos y paracrinos de citoquinas secretadas al medio. La
activacion de algunas vias de sefializacion pueden estar dirigidas, entre otras funciones, a generar
cambios metabdlicos que dan respuesta a las condiciones cambiantes del microambiente tumoral.

Si bien algunos cambios de las células del sistema inmune durante la inmunoedicion han sido estudiados
e igualmente existen indicios de que algunas vias de sefializacion posiblemente estén relacionando a
las células del sistema inmune con el metabolismo de las células de cancer, hasta el momento, no existe
ningun trabajo o estudio que evalle directamente el efecto de la presencia de las células del sistema
inmune sobre el metabolismo glucolitico de las células de cancer de colon y por consiguiente se
desconoce si este efecto podria relacionarse con la supervivencia, proliferacion y/o resistencia de las
celulas tumorales.

Por tal motivo, con este estudio se busca analizar el efecto que podria tener la presencia de CMSPs
sobre el metabolismo glucolitico y la produccion de especies reactivas de Oxigeno (ROS) en células
tumorales derivadas de cancer de colon, en un modelo in vitro.
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1.7 Preguntas de investigacion

¢Existe algin cambio en la viabilidad y/o apoptosis de la linea de cancer de colon HT-29 al ser
co-cultivadas con células mononucleares de sangre periférica (CMSPs)?

¢Existe algiin cambio a nivel metabdlico, ya sea en la produccion de lactato, captacion de
glucosa, produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) o en la expresion de las proteinas
asociadas al metabolismo glucolitico, especificamente HK2 y PKM2, en la linea HT-29 bajo la
presencia de CMSPs?

1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo General

Caracterizar un modelo de co-cultivo entre células de cancer de colon y Células Mononucleares de
Sangre Periférica para el estudio del metabolismo glucolitico y el estrés oxidativo de las células
tumorales.

1.8.2 Objetivos especificos

1.

Determinar si existen cambios en la viabilidad y apoptosis de las células HT-29 al haber estado
co-cultivadas con CMSPs.

Determinar si existe un cambio a nivel del metabolismo glucolitico asociado a la produccion de
lactato, pH extracelular, captacion de glucosa o expresion de las proteinas asociadas al
metabolismo glucolitico HK2 y PKM2, en las células HT-29 al haber estado co-cultivadas con
CMSPs.

Determinar si existe algiin cambio en el estrés oxidativo asociado a la produccién de especies
reactivas de oxigeno, en las células HT-29 al haber estado co-cultivadas con CMSPs.
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CAPITULO 2: METODOLOGIA

2.1 Modelo de estudio planteado

Para obtener un modelo in vitro que se asemeje a la primera etapa de la inmunoedicion en el
microambiente tumoral se trabajo con la linea celular HT-29 de adenocarcinoma de colon (células
tumorales) y con Células Mononucleares de Sangre Periférica (células del sistema inmune).

Se empleo la linea celular HT-29 por ser una linea altamente proliferativa y porque puede reflejar la
respuesta inflamatoria asociada a enfermedades inflamatorias del colon que se vinculan con el cancer
de colon. Las CMSP se consideraron por la facil obtencion a partir de sangre de donantes sanos.

En algunos estudios >*#1%°, se han evaluado los efectos de varios moduladores sobre la interaccion de
estos tipos de células (CMSPs y HT-29) a través de co-cultivos celulares. En estos estudios se ha
observado que hay un incremento en la produccion de citoquinas pro-inflamatorias cuando se
encuentran los dos tipos de células bajo interaccion directa y sin ningun estimulante mitogénico®®.
Tomando en cuenta estos trabajos, se planted realizar co-cultivos directos entre células HT-29 y CMSP
para evaluar los posibles cambios sobre el metabolismo glucolitico que presentan las células HT-29.
Sin embargo, debido a que no se sabia que cantidad de CMSP podrian ejercer dicho cambio metabdlico,
se planted realizar los co-cultivos a diferentes relaciones manteniendo constante el nimero de células
HT29 y variando el nimero de CMSP. Se opt6 por emplear el co-cultivo en las relaciones de HT29 a
CMSP, respectivamente: 1:0 (HT-29 en monocultivo), 1:%2, 1:1, 1:3, 1:5y 1:10.

2.2 Preparacion de las CMSPs y HT-29 antes del co-cultivo

2.2.1 Aislamiento y cultivo de CMSPs

Para el aislamiento de las CMSPs las muestras de sangre de donantes sanos, fueron facilitadas por el
Hemo-Centro distrital de Bogota con previa firma del consentimiento informado. Las CMSPs fueron
aisladas por centrifugacion en gradiente de densidad. Para ello, se realiz6 una primera centrifugacion
de la sangre a 738xg por 15 minutos, en aceleracion 1 y desaceleracion 1, obteniéndose tres fases no
muy bien diferenciadas, una superior que es el plasma sanguineo, una intermedia donde se encuentran
las CMSPs y una inferior donde se encuentran eritrocitos. Se realizd una segunda centrifugacion
utilizando de la primera centrifugacion toda la fase intermedia (CMSPs) y parte de la fase superior e
inferior. Para la segunda centrifugacion se utilizd la solucion Ficoll Paque con el fin de generar el
gradiente de densidad. En un tubo de polipropileno se colocé la mitad del volumen de Ficoll por
volumen de la muestra a utilizar. Cuidadosamente se adicion0 la muestra de sangre sobre el Ficoll
teniendo cuidado de no mezclar las dos fases. Se centrifugd a 738xg por 45 minutos, con aceleracion 1
y desaceleracion 0. Después de centrifugar, se obtuvieron cuatro fases bien diferenciadas una superior
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(plasma sanguineo), una capa delgada intermedia de color blanco (CMSPs), una fase transparente
(Ficoll) y los eritrocitos en la fase inferior. Cuidadosamente se retiraron las CMSPs y se colocaron en
un nuevo tubo de polipropileno. Se adicionaron 10 ml de buffer de lisis de eritrocitos (NH4CI 0,155 M,
KHCO3 1x102M, EDTA 1x103M, pH 7,4) por 5 minutos con agitacion constante. Se centrifugd a 738
Xg por 5 minutos aceleracion 9 y desaceleracion 9. Se retir6 el sobrenadante y se adiciond 30 ml de
medio DMEM con 10% de SFB inactivado para mantener las células en suspension 1011,

2.2.2. Cultivo de HT-29

La linea celular HT-29 de adenocarcinoma colorectal (ATCC® HTB-38™) se mantuvo en platos de
cultivo de 100mm, con medio DMEM suplementado con SFB inactivado al 10%. Para realizar
los pases de cultivo, la monocapa de estas células se desprendio con tripsina 0,25%, incubando
por 5 minutos a 37°C y deteniendo la accién de la enzima con medio DMEM suplementado con
SFB al 10% %2,

2.3 Co-cultivo a diferentes relaciones entre las CMSPs y HT-29

Para iniciar el co-cultivo se sembraron las células HT-29 a una concentracion inicial de 1x 10° cel/cm?,
y se mantuvieron creciendo por 24 horas hasta alcanzar una confluencia cercana al 50%, figura 2. En
el dia 2 se realizd el aislamiento de las CMSP, se contaron las células aisladas y las células HT-29113 y
se dispuso el co-cultivo con base a las relaciones anteriormente mencionadas, figura 2. Para realizar
este paso se debio determinar la concentracion de HT29 en el plato o pozo de cultivo y de las CMSP
aisladas en suspension. Se calcul6 el nimero total de HT-29 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

(# células HT29

- )x Volumen del pozo = células HT29 totales

Y a partir de alli se estimd el nimero de CMSP necesario para cada relacion del co-cultivo de acuerdo
con la siguiente ecuacion:

# Células HT29 totales X relacion del cocultivo = # CMPS en el cocultivo

Posteriormente, se realizaron diluciones a partir de la concentracién inicial de CMSP aisladas y
teniendo como base el nimero estimado de CMSP a utilizar y el volumen del plato o pozo de cultivo a
utilizar. De este modo se obtuvo el nimero de CMSP respectivas a cada relacion del co-cultivo en el
volumen utilizado por plato o pozo de cultivo.

Después de tener las diluciones, se retird el medio de cultivo del plato de cultivo donde estaban las
celulas HT-29 y se realizaron 3 lavados con PBS. Se retird el exceso de PBS y se adicionaron las
diluciones de CMSP a las respectivas relaciones del co-cultivo. Luego se colocaron las células por 24
horas en normoxia o hipoxia. En el dia 3, se retiraron todas las células en suspension y se realizaron 3
lavados con PBS, figura 2.
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Para los posteriores experimentos se emplearon las células HT-29 que quedaron adheridas a la
superficie del plato de cultivo después de los diferentes tratamientos y que en adelante se denominaran
celulas HT-29 remanentes.

Dia 2

Dia 3
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Figura 2. Esquema general de la metodologia del co-cultivo entre células de la linea celular de cancer de colon
humano HT-29 y CMSP. En el dia 1 se siembran las células HT-29 y se dejan adherir y crecer por 24 horas. Al segundo
dia se aislan las CMSPs, se inicia el co-cultivo en las diferentes relaciones y se mantiene en normoxia o hipoxia por 24
horas. En el tercer dia se separa el co-cultivo retirando todas las células en suspensién y se realizan 3 lavados con PBS. Las
células remanentes que quedan en la superficie del plato de cultivo son las células a evaluar.

2.3.1 Induccion de hipoxia:

Las condiciones de hipoxia se indujeron utilizando una camara aislada (C-Chamber) con una mezcla
de 021% y CO2 5%, balanceado con N2. Las células se mantuvieron para todos los experimentos en
estas condiciones de hipoxia aguda por 24 horas a 37°C 1. Las concentraciones de gases se regularon
con ayuda de un controlador de gases ProOx C-21 (Biospherix).

2.4 Metodologia para dar respuesta al primer objetivo:

2.4.1 Medicion del numero de células HT-29 remanentes después del tratamiento.

Con el fin de establecer si la interaccion entre las células de cancer de colon y las células del sistema
inmune podian simular el primer paso de la inmunoedicion se evalud si existian cambios en la cantidad
de células HT29 remanentes y en su viabilidad después de los tratamientos. Esto se tomd con base en
las descripciones de algunos autores con respecto a la respuesta inmune que se da en modelos de co-
cultivos in vitro con células alogénicas 69115116,

2.4.1.1. Conteo de células totales remanentes.

Para estimar el efecto de los tratamientos sobre la cantidad de celulas remanentes, se determino el
numero total de células por el método de tincion de exclusion con azul de tripan***7:1® Como control
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sin tratamiento se utilizé el numero de células totales remanentes encontradas en la relacion 1:0 en
condicion de normoxia, de tal manera que el porcentaje de células remanentes pos-tratamiento se
calcul6 a partir de la siguiente ecuacion:

# células remanentes totales pos—t

x 100

Células remanentes totales pos — t(%) = —
# células remanentes totales control

La viabilidad de las células HT-29 remanentes se estim6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

# células vivas
Viabilidad (%) = y - X 100
# células vivas + muertas

2.4.2 Medicion viabilidad celular, apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis en células HT-29
después del co-cultivo.

Citometria de flujo.

A partir de las células remanentes, se determinaron los porcentajes de células vivas y células en los
estadios de apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis, mediante citometria de flujo empleando
marcacion con Anexina V e loduro de Propidio. Para este ensayo los co-cultivos se dispusieron en
cajas de 6 pozos y luego del tratamiento, se retird el medio y las células remanentes se lavaron tres
veces con PBS 1X, se desprendieron con tripsina 0,25%, y se resuspendieron en medio en un tubo de
citometria. Se centrifugaron por 5 min a 400xg Yy el pellet resultante se resuspendié en 300 ul de PBS1X.
Para la marcacion se emplearon 3 pl de Anexina V conjugada con FITC de Sigma-Aldrich y 3 ul de
loduro de Propidio lug/ml por cada tubo. Las células se mezclaron suavemente y se incubaron a
temperatura ambiente por 10 minutos protegidas de la luz. Se determiné la fluorescencia de forma
inmediata con un citometro FACS Canto Il, con los canales para Anexina V-FITC (Excitacion a 488
nm; Emision a 530nm), y para loduro de Propidio (Excitacion a 535nm; Emisién a 617nm), se
consideraron 30.000 eventos por tratamiento.

Aparte de las muestras a evaluar, se incluyeron controles positivos de compensacion de los marcadores,
control positivo de las células en apoptosis temprana inducidas con 5uM de estaurosporina (Sigma-
Aldrich S5921) por 24 h, control positivo de necrosis inducidas con 100mM de H2O2 por 4 h, y un
blanco de células vivas sin marcar.

2.4.3. Estimacién del porcentaje de CMSP adheridas a la superficie del plato de cultivo.

Como el interés era analizar la respuesta metabdlica de las células cancerosas y para verificar si los
lavados posteriores al tratamiento habian sido exitosos, se decidi6 estimar la proporcién de las CMSP
que podrian permanecer adheridas a la superficie del plato de cultivo.

Para estimar el porcentaje de células CMSP que permanecieron adheridas al plato de cultivo después
de los tratamientos, se realizaron tinciones de los ndcleos con el colorante fluorescente Hoescht
(2pg/ml) partiendo de los monocultivos de CMSP y HT-29 ademas de la relacion del co-cultivo con
mayor nimero de CMSP, la relacion 1:10 en normoxia. Los analisis de microscopia de fluorescencia
se hicieron sobre las celulas en monocultivo HT-29 y CMSP adheridas, el monocultivo de CMSP en
suspension, ademas de las HT-29 remanentes después del co-cultivo. También se hizo andlisis de
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citometria de flujo tomando como referencia el Tamafio vs. Complejidad de los dos tipos celulares en
monocultivo o en co-cultivo en la relacion 1:10. Para el analisis de citometria el gate se establecid
teniendo en cuenta los bordes de las poblaciones de CMSP en el monocultivo y de las HT-29 en el
monocultivo, con esto se fijaron las lineas limites para distinguir entre las poblaciones observadas en
el co-cultivo en la relacion 1:10 en normoxia.

2.5 Metodologia para dar respuesta al sequndo objetivo:

2.5.1 Medicion de la produccion de lactato.

La produccion de lactato secretado al medio extracelular se detectd de manera indirecta a través de la
reaccion enzimatica de la Lactato deshidrogenasa. Esta enzima cataliza la oxidacion de lactato a
piruvato, con la reduccion concomitante de NAD" a NADH.

Lactato + NAD* < Piruvato + NADH

Dado que la reaccion es 1 a 1, el NADH producido es proporcional a la cantidad de lactato que se
encuentre en el medio. El producto NADH fue cuantificado a través de la medicion de compuestos de
formazan detectados por colorimetria 1'°. Para este ensayo se empled el kit 1l de ensayo de lactato
(Sigma-Aldrich, MAKO065).

Para preparar las muestras se tomo el sobrenadante platos de cultivo de 100mm a las 24 h de haber
estado en co-cultivo, se traslado a tubos cénicos de polipropileno y se centrifug6 a 400xg por 5 min. El
sobrenadante se trat6 con acido metafosférico 0,5M vy se centrifugd a 10.000xg con el fin de remover
todas las proteinas que puedan alterar el ensayo. Luego se tomo el sobrenadante y se neutraliz6 el pH
de la muestra con carbonato de sodio 2,8M teniendo como base la siguiente reaccion:

2HPO3 + NaxCO3= 2NaPO3 +H2CO3

Después de tener el sobrenadante purificado y a pH 7,4, se depositaron 50 pl de cada muestra en los
pozos de una placa de 96. Luego se adicionaron 50 pl de una mezcla que contenian un buffer de ensayo
de lactato proporcionado por el kit, el NAD™ en exceso, la enzima lactato deshidrogenasa y las sales de
tetrazolio. Se incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente y se cuantificaron los complejos de
formazéan por absorbancia a 450 nm. Posteriormente, se establecid la concentracion de lactato en el
medio extracelular a partir de una curva de calibracion realizada con patrones suministrados por el kit,
ver Capitulo 7, Anexo 7.1.

2.5.2 Medicion de la captacion de glucosa.

Después del co-cultivo, las células se lavaron tres veces con PBS y se les adiciond 500 ul de una mezcla
entre Hoechst 2pg/ml y sonda 2-NBDG (2-N-7-nitrobenz-2-oxa-1, 3-diazol-4-ylamino-2-
deoxyglucosa) 300uM, una forma fluorescente y no metabolizable de la glucosa. En oscuridad, se
incubd a 37° C durante 50 minutos en normoxia o hipoxia. El exceso de sonda se retir6 con 3 lavados
con PBS y se adicionaron 500 pl de medio de cultivo para la adquisicion de imagenes de fluorescencia.
Se tomaron 3 iméagenes por pozo, de tres réplicas técnicas y 3 réplicas bioldgicas para cada tratamiento.
Posteriormente las imagenes se analizaron con un plugin disefiado para el software image J, en el cual
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se restd el background de las células, se identificaron las células a partir del nicleo y se midi6 la
fluorescencia de toda la célula'?.

2.5.3 Evaluacion de la expresion de los genes HK2 y PKM2, por western blot.

El co-cultivo se realiz6 en platos de 100mm y después de los respectivos tratamientos, las células se
lavaron con PBS 1X. Las células se lisaron con 500 ul de Buffer RIPA (Radio immunoprecipitation
assay buffer) que contenia: Tris-HCI (Tris base-Acido Clorhidrico) pH 7,4 50mM, EDTA 5 mM, Triton
X-100 0,5%, PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 1mM, NasVVO4 (Ortovanadato de sodio) 10mM y
cocktail inhibidor de proteasas (Bio-Rad®) y empleando un raspador de células por 5 minutos en frio.
El lisado celular se centrifugd a 8500xg por 5 minutos y el sobrenadante se almaceno a -20°C hasta su
uso. Se tomo6 una alicuota para la cuantificacion de proteinas por el método del &cido bicinconinico.

2.5.4 Cuantificacién de proteina por el método del &cido bicinconinico (BCA)

Para determinar la concentracion de proteina se empled el kit “Pierce™ BCA Protein Assay” de Thermo
Fisher. A 10 pul del extracto proteico o del blanco (PBS) se adicionaron 200 L de solucién de trabajo
(50 partes de reactivo A (carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, &cido bicinconinico y tartrato de
sodio en hidroxido de sodio 0,1 M) y 1 parte de reactivo B (Sulfato ciprico 4%) y se incubd por 30 min
a 37°C en placa de 96 pozos. Posteriormente se hizo la lectura de absorbancia en el Equipo lector de
multiplacas de lectura multi-modo Cytation 3 Imagine Reader (BioTek®) (A: 562 nm) y la concentracion
de proteina se determin6 empleando una curva de calibracidn construida con concentraciones conocidas
de albumina sérica bovina.

2.5.5 Inmunoblot

Se determind el volumen necesario de extracto celular para obtener 60 pg de proteina. Se prepararon
geles de 1,5 mm de ancho a una concentracion del 7% de bisacrilamida para realizar SDS PAGE. Se
corrid la electroforesis SDS PAGE a 120 V por 2 horas o hasta observar una separacion suficiente de
las bandas de 35 y 55 kDa. Despues de la electroforesis se transfirieron las proteinas del gel a una
membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF), a un voltaje de 30 V durante toda la noche. La
inmunodeteccion se dirigié contra las proteinas HK2 (102 kDa), PK-M2 (58 kDa) y como control de
carga [ actina (42 kDa). Para HK2 se blogue6 con leche al 5% por 2 horas, luego se incubo toda la
noche con anticuerpo primario policlonal hecho en cabra dirigido contra HKII (Santa Cruz
Biotechnology HXK 11 (C-14): sc-6521) en una dilucién 1:500 en leche al 2%. Para PKM2 se bloqued
con leche al 5% por 2 horas, luego se incubo toda la noche con anticuerpo primario policlonal hecho
en conejo dirigido contra PKM2 (Cell Signaling #3198) en una dilucion 1:1000 en leche al 2%. Para 3
actina se bloqued con BSA 3% por 2 horas, luego se incubo por 2 horas con anticuerpo primario
monoclonal hecho en raton dirigido contra 3 actina (Santa Cruz Biotechnology B-actin (C-4): sc-47778)
en una dilucion 1:5000 en BSA al 1%. Los anticuerpos secundarios empleados respectivamente fueron:
Anti-cabra 1gG conjugado con peroxidasa (Thermo Scientific) a una dilucién 1:5000, Anti-conejo
conjugado con peroxidasa (Thermo Scientific) a una dilucion 1:10000, Anti-ratdn conjugado con
peroxidasa (Thermo Scientific) a una diluciéon 1:5000. Para la deteccion de las bandas se empled el kit
de sustrato quimioluminiscente para la deteccion de HRP (SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate).
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2.6 Metodologia para dar respuesta al tercer objetivo:

2.6.1 Medicion de la produccion de especies reactivas de oxigeno.

Para determinar la produccion celular de ROS se emple6 el marcador fluorogénico diacetato de 5(6)-
carboxi-2,7-diclorodihidrofluoresceina (H2DFCDA) del kit Image-iT™ LIVE Green ROS Detection
(Invitrogen). El marcador fluorogénico Carboxy-H2DCFDA es una forma acetilada de la fluoresceina,
la cual es usada como un indicador general de especies reactivas de oxigeno. Esta molécula no
fluorescente es facilmente convertida a una forma verde fluorescente por la oxidacion con ROS. Para
corroborar que la fluorescencia observada se debe a la generacion de especies reactivas de oxigeno se
emple6 como antioxidante N-acetilcisteina (5mM), 2 horas antes de desmontar el co-cultivo.

Para este ensayo el co-cultivo se dispuso en placas de 12 pozos. Pasadas 24 horas, las células del co-
cultivo se separaron y a las tumorales remantes se les adicionaron 400 ul de Carboxy-H2DCFDA 1,0uM
en PBS por pozo, se incub6 protegiendo de la luz a 37°C por 30 minutos. Se realizaron 3 lavados con
PBS 1X, las células se lisaron con Buffer RIPA y después de centrifugar, el sobrenadante se traslado a
una placa negra de lectura de 96 pozos. La fluorescencia se evalu6 por fluorometria en el equipo lector
de multiplacas de lectura multi-modo Cytation 3 Imagine Reader (BioTek®) a un A de excitacion de
492nm y un A de emision de 527nm. Los resultados de fluorescencia obtenidos fueron normalizados
por microgramo (ug) de proteina, empleando para su cuantificacion el método del acido bicinconinico.

Para comparar entre réplicas bioldgicas, primero se estimo las veces de cambio de las especies reactivas
de oxigeno con relacion al control (relacién 1:0 en normoxia) y luego se realizo el promedio de las
veces de cambio entre las réplicas biologicas.

2.7 Andlisis estadistico:

Para conocer si existian diferencias significativas entre los tratamientos se aplicaron pruebas t de
student en todos los experimentos que cumplian con los criterios de normalidad de los datos. En caso
de no cumplir el supuesto de normalidad se aplicaba la prueba no paramétrica de Wilcoxon. Para los
diferentes experimentos se realizaron tres réplicas técnicas y tres réplicas biologicas por tratamiento
evaluado, a excepcion de los ensayos de citometria en el cual se realizaron 4 réplicas bioldgicas y la
medicion de la concentracion de lactato extracelular en el cual se realizaron 2 réplicas técnicas y 2
réplicas bioldgicas. El analisis estadistico se realiz6 con el software JMP.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Cambios en la cantidad de células remanentes y en su viabilidad celular.

Aunque existe un trabajo que ha desarrollado co-cultivos directos entre células HT-29 y PBMCs®*10°,
en dicho trabajo no se realizd una variacion en el numero de CMSP en el co-cultivo sino el nimero de
células HT-29. Esto implica que no se ha observado el efecto de la variacion de la cantidad de CMSP
sobre las células HT-29. Por tal motivo dado que se desconocia el efecto de la variacion del nimero de
las CMSP, se plante0 realizar co-cultivos directos a diferentes relaciones, manteniendo constante el
numero de células HT-29 y variando el nimero de CMSP. Por lo tanto, se establecieron las siguientes
relaciones de co-cultivo (HT-29:CMSP): 1:0 (HT-29 en monocultivo), 1:%, 1:1, 1:3, 1:5 y 1:10.

La Figura 3 muestra por microscopia de luz, las células en las diferentes relaciones del co-cultivo
después de 24 horas de haber estado en normoxia y previo a realizar los lavados con PBS. Al retirar el
medio de cultivo y al realizar los lavados con PBS, se logro retirar una gran cantidad de CMSP que se
mantenian en suspension. También se observd que a mayores relaciones de cultivo, se favorecia el
desprendimiento de las células tumorales y por consiguiente quedaban menos células remanentes en el
plato.

A partir de esta observacidn y teniendo en cuenta que el objetivo del trabajo era trabajar con las células
HT-29 remanentes, se quiso determinar su nimero en cada relacion de co-cultivo. De este analisis se
observo que al incrementar el nimero de CMSP y por consiguiente la relacion en el co-cultivo, el
porcentaje de celulas HT-29 remanentes disminuy6 de manera significativa (p<0.01) con respecto al
control en normoxia y con mucha mas relevancia en las condiciones de hipoxia, figura 4A. También se
observo que los niveles de células muertas oscilaban entre el 3 y 10% para todos los tratamientos. A
medida que se aumentaba la cantidad de CMSP se reducia el nimero de células HT-29 remanentes
vivas. En normoxia se observo que el nimero de células remanentes vivas pasé de un 90% en las células
HT-29 en monocultivo a un 50% en la relacion 1:10. En hipoxia pas6 de un 60% en las células HT-29
en monocultivo a un 20% en la relacién 1:10, Figura 4A.

Este resultado sugiere que el contacto de las CMSP genera una respuesta por parte de las células del
sistema inmune sobre las células de cancer de colon HT-29, que trae como consecuencia el
desprendimiento de las células HT-29, lo que podria sugerir un efecto citotoxico o la posible induccién
de la muerte de las células tumorales, condicién que se ve agravada por la baja disponibilidad de
oxigeno.
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HT-29:CMSP
1:1/2

HT-29 monoculivo

100um

100um 100um

Relacion1 :10 antes de lavados Relacion 1:10 después de lavados

Figura 3. Iméagenes en campo claro de las diferentes relaciones del co-cultivo entre HT-29 y CMSP. Diferentes
relaciones del co-cultivo entre HT29 y CMSPs, antes de ser retirado el medio de cultivo y de realizar los lavados respectivos.
En la dltima fila se muestran las CMSP en suspension; la relacion 1:10 antes de retirar el medio y lavar con PBS; y el co-
cultivo a la misma relacién después de lavar con PBS.

Con relacion al porcentaje de viabilidad de las células remanentes, Figura 4B, se observo que para los
distintos tratamientos habia en promedio entre un 80 a 90% de viabilidad sin que se observaran
diferencias significativas entre ellos. Esto sugiere que a pesar del efecto de desprendimiento, asociado
a la cantidad de CMSP y la hipoxia, la pequefia fraccion de células remanentes conserva su viabilidad.
Sin embargo, dado que el método de azul de tripan es un método de tincion por exclusion en el que solo
se distinguen las células muertas que tengan disrupcion de la membrana plasmatica, este resultado no
sugiere si de las celulas remanentes hay algin porcentaje que esté en algin estadio de apoptosis.
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Figura 4. A. Porcentaje de células HT-29 remanentes. B. Porcentaje de Viabilidad. Medido a través de conteo con
azul de tripan. El porcentaje de células remanentes fue calculado con respecto a las células del monocultivo de HT-29 en
condiciones de normoxia (relacion 1:0,). n=3, t de student, * = p value < 0.01.
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Con el fin de evaluar con mayor detalle los cambios en las células HT-29 remanentes inducidos por la
presencia de las CMSP y la hipoxia, en cuanto a la viabilidad y el tipo de muerte celular que se pudiese
estar presentando, se realizaron ensayos de citometria de flujo empleando como marcador de apoptosis
temprana Anexina V y como marcador de necrosis, loduro de Propidio. Un doble marcaje entre Anexina
V e loduro de Propidio indica apoptosis tardia.

En los ensayos de citometria, para cada tratamiento se evalud el tamafio vs. la complejidad (1), la
intensidad de fluorescencia de Anexina V (I1), la intensidad de fluorescencia de loduro de Propidio (111)
y la intensidad de fluorescencia de Anexina V vs. la intensidad de fluorescencia de loduro de Propidio
(1V), Figura 5.

Se consideraron tres controles en el monocultivo de HT-29 en condiciones de normoxia: un blanco o
control negativo sin ningln marcaje usado para fijar el gate y poder determinar desde qué punto
comienzan las células a ser fluorescentes debido a los tratamientos; un control positivo para apoptosis
temprana en el cual se emple6 estaurosporina, 5 uM por 24 horas; y un control positivo para necrosis,
en el cual se empled peroxido de hidrogeno, 100mM por 4 horas, Figura 5A.

El resultado para las células remanentes en las diferentes relaciones de co-cultivo en condiciones de
normoxia e hipoxia se muestran desde la Figura 5B hasta la Figura 5G.

Una vez establecido el gate, se observo un incremento en la intensidad de fluorescencia para Anexina
V, en las células que se estimularon con estaurosporina demostrando el estado de apoptosis temprana
inducida por el tratamiento. De igual manera se observé la induccion de necrosis en las células
estimuladas con perdxido de hidrdégeno para cerca del 76% de la poblacion, Figura 5A.

Al analizar los resultados sobre las células remanentes en las diferentes relaciones del co-cultivo, se
observo que al incrementar el nimero de CMSP, habia una disminucién en el porcentaje de células
vivas y un incremento en los niveles de fluorescencia para apoptosis temprana, apoptosis tardia y
necrosis, tanto en normoxia como en hipoxia, Figura 5B-5G.
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Figura 5. Determinacion de los diferentes estadios de viabilidad, apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis por
citometria de flujo y marcacién con Anexina V y loduro de Propidio para una de las réplicas biol6gicas evaluadas. A.
Controles: negativo o blanco, co-cultivo sin marcaje; control positivo para apoptosis temprana, estaurosporina (5 uM) por
24 horas en monocultivo de células HT-29 en normoxia; control positivo para necrosis, H202 (100mM) por 4 horas en en
monocultivo de células HT-29 en normoxia. B. Relaciones de co-cultivo 1:0 (monocultivo HT29); C. 1:1/2, D. 1:1, E. 1:3,
F. 1:5 y G. 1:10, en normoxia e hipoxia 1) Tamafio vs. Complejidad de las células remanentes para los diferentes
tratamientos. 11) Intensidad de fluorescencia de Anexina V. I11) Intensidad de fluorescencia de loduro de Propidio. 1V)
Intensidad de fluorescencia de Anexina V vs. Intensidad de fluorescencia de loduro de Propidio.
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La Figura 6A muestra en diagramas de barras para cada condicion del co-cultivo el promedio de los
porcentajes obtenidos en la citometria de 4 réplicas bioldgicas. Para el monocultivo en hipoxia se
observo una ligera disminucion en la viabilidad celular que no fue significativa con respecto al
monocultivo en normoxia y se evidencié un incremento del 7% del nimero de células en apoptosis
temprana. Los niveles de apoptosis tardia y necrosis se mantuvieron similares tanto para normoxia
como para hipoxia.

Para las relaciones 1:%2 y 1:1 se observo una disminucion de la viabilidad entre un 15 a 20% comparado
con el monocultivo en normoxia, esta disminucién fue significativamente (p<0.01) mas notoria para
hipoxia que para normoxia. También, se observé un incremento del 10% en el porcentaje de células en
apoptosis temprana para normoxia y un incremento significativo (p<0.01) de un 15% en hipoxia. Los
niveles de apoptosis tardia aumentaron ligeramente comparado con los niveles de apoptosis tardia en
las celulas en monocultivo; este aumento fue méas notorio para hipoxia con un 8% que para hormoxia
3%. Para estas relaciones los porcentajes de células necroticas se mantuvieron constantes, Figura 6A 'y
6B.

Para la relacion 1:3 se observo una disminucion de la viabilidad del 15% comparado con el monocultivo
en normoxia. Dicha disminucién fue muy similar tanto para normoxia como para hipoxia. Con relacion
a la apoptosis temprana se observo un incremento del 9% en normoxia comparado con el monocultivo
en normoxia, sin embargo, los niveles de células en apoptosis temprana en hipoxia se mantuvieron
semejantes al monocultivo en normoxia. Los niveles de apoptosis tardia aumentaron un 4% comparado
con las células en monocultivo en normoxia; este aumento fue igual tanto para normoxia como para
hipoxia. El porcentaje de células necréticas para esta relacién aumento un 5% para normoxia y un 3%
para hipoxia con respecto a las células en monocultivo en normoxia, Figura 6A y 6B.

Para las relaciones 1:5 y 1:10 se observo una disminucidn significativa (p<0.01) en la viabilidad entre
el 20 y 25% pero no se observaron diferencias entre normoxia e hipoxia. Los porcentajes de células en
apoptosis temprana para estas relaciones se increment6 entre un 10 y 15% con respecto a las células en
monocultivo en normoxia, ademas, no se observd diferencias entre normoxia e hipoxia. Con relacion
al porcentaje de células en apoptosis tardia se observo un incremento entre un 7'y 12% con respecto al
monocultivo en normoxia, para este caso tampoco se observaron diferencias significativas entre
normoxia e hipoxia, pero si se observaron diferencias significativas (p<0.01) entre la relacion 1:10 y el
monocultivo en normoxia. El porcentaje de células necréticas para estas relaciones aument6 un 5%
tanto para normoxia como para hipoxia con respecto al monocultivo en normoxia, Figura 6A y 6B.

Si se comparan los diferentes estadios (viabilidad, apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis) en
la misma relacion del co-cultivo, se aprecia que en general para todas las relaciones el porcentaje de
células vivas es significativamente (p <0.001) mayor que el porcentaje de los diferentes estadios de
muerte celular. Interesantemente, los porcentajes de apoptosis temprana son significativamente (p <
0.05) mayores que los porcentajes de apoptosis tardia o necrosis en las relaciones bajas, 1:1/2 y 1:1.
Para las relaciones altas, 1:3, 1:5 y 1:10, los porcentajes de los diferentes estadios de muerte celular
tienden a equipararse entre si, Figura 6A y 6B.
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En general los resultados de citometria mostraron un incremento en los diferentes estadios de muerte
celular de las células HT-29 a medida que se incrementaban las CMSP tanto en normoxia como en
hipoxia. Sin embargo, es de notar que para las relaciones bajas del co-cultivo 1:%:y 1:1 la presencia de
las CMSP en hipoxia estimula la apoptosis temprana en las células HT-29, mientras que en las
relaciones més altas 1:3, 1:5y 1:10 podria estar mas asociado a un efecto de induccion de la apoptosis
tardia y necrosis.
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Relacién co-cultivo 1:0 | 1:1/2 | 1:1 1:3 1:5 1:10
Vivas normoxia
Porcentaje de células 84,27 69,24 70,08 66,61 63,24 56,45
Error estandar 1,62 4,76 4,05 8,06 5,51 6,07
Vivas hipoxia
Porcentaje de células 76,56 54,28 55,53 69,69 58,19 61,54
Error estandar 5,49 3,50 5,85 4,70 7,39 8,33
Apoptosis temprana normoxia
Porcentaje de células 7,48 21,31 16,89 16,07 17.68 19,29
Error estandar 2,13 4.06 3,17 6,50 4,93 3,58
Apoptosis temprana hipoxia
Porcentaje de células 15,47 30,96 28,03 10,15 22,05 18,70
Error estandar 6,02 3,56 3,27 5,10 5,39 5,19
Apoptosis tardia normoxia
Porcentaje de células 1,99 4,12 5,23 6,65 8,34 13,23
Error estandar 0,21 1,22 1,80 3,71 2,67 1,32
Apoptosis tardia hipoxia
Porcentaje de células 2,70 8,38 9,61 6,72 8,88 10,40
Error estandar 1,07 2,10 2,34 3,44 1,20 1,89
Mecrosis normoxia
Porcentaje de células 6,26 5,33 7,80 10,68 10,73 11,03
Error estandar 1,47 1,17 1,25 2,12 3,21 4,66
Mecrosis hipoxia

Porcentaje de células 5,27 6,38 6,83 13,44 10,88 9,36
Error estandar 2,47 1,75 1,09 4,56 3,69 3,99

Figura 6. Cambios en viabilidad, apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis para cada relacién del co-cultivo.
A. Diagrama de barras donde se muestra el calcul6 del promedio de los porcentajes obtenidos por citometria de flujo de 4
réplicas biolégicas. Marcacién con Anexina V/ loduro de propidio para cada una de las relaciones del co-cultivo, en
condiciones de normoxia e hipoxia. n=4 t de student, * = p value < 0.01. B. Tabla de datos para la construccion de la parte
A.
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3.2 Estimacion del porcentaje de CMSP adheridas a la superficie del plato de cultivo.

Como el interés era analizar la respuesta metabdlica de las células cancerosas y para verificar si los
lavados posteriores al tratamiento habian sido exitosos, se decidio estimar la proporcion de las CMSP
que podrian permanecer adheridas a la superficie del plato de cultivo. Para ello se tomaron fotografias
de fluorescencia de los monocultivos de las CMSP y las HT-29 y del co-cultivo en la relacién més alta
(1:10) habiendo marcado los nucleos con Hoechst.

Se observo que el tamafio de las células HT-29 y las CMSP eran lo suficientemente distintos para
distinguirlas entre si (ver Figura 3 y 7). En el monocultivo de las CMSP, se observé una notable
proporcidn de células adheridas al plato luego de 24 horas de cultivo, Figura 7A. lgualmente con el
monocultivo de las células HT-29, se observé una confluencia del 50%, Figura 7B. Sin embargo, al co-
cultivar las células HT-29 y las CMSP se observd una baja proporcion de CMSP adheridas a los
espacios en los que no habia HT-29, Figura 7C.

Adicionalmente, esta adherencia se estimdé de manera semicuantitativa por citometria de flujo
observando el Tamafio vs. La Complejidad de los monocultivos y el co-cultivo anteriormente
mencionados, Figura 7D.

Los resultados de este experimento dejaron ver la presencia de varias poblaciones de células en el co-
cultivo, por lo que se determind el porcentaje de células en cada una de ellas. A partir de esto, por el
tamarfio de las células, se observo que las CMSP se concentraban en los subgrupos Q3 y Q4, aunque
no se puede descartar que el aporte de Q4 corresponda también al aumento de detritos celulares
derivado de la accién inmune; las células HT-29 por su parte, se concentraban en el sub-grupo Q2. Con
esta informacién se logré determinar que para la relacion del co-cultivo 1:10 (la relacién donde hay
méas CMSP), habia entre un 10-20% de células CMSP adheridas al plato de cultivo y detritos celulares,
Figura 7D. Aproximadamente el 80% de las células restantes eran HT-29, Figura 7D.

Con estos dos resultados se puede esperar que los posibles cambios metabdlicos evaluados en las células
adherentes principalmente provengan de las células HT-29 y no de las CMSP adheridas al plato.
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Figura 7. Estimacion del porcentaje de CMSP adheridas a la superficie del plato de cultivo. A. Tincion de nicleos con
Hoechst del monocultivo de CMSP que permanecieron adheridas al plato de cultivo, en normoxia. B. Tincion de ndcleos
con Hoechst del monocultivo de HT-29, en normoxia. C. Tincion de nicleos con Hoechst de las células HT-29 y CMSP
remanentes, relacion 1:10 en normoxia. Las flechas rojas indican los posibles nicleos de las CMSP que se adhieren a la
superficie del plato de cultivo. D. Citometria de flujo observando el tamafio vs. Complejidad del monocultivo de CMSP,
adheridas al plato de cultivo y en suspensién; monocultivo HT-29; y remanentes del co-cultivo en una relacion 1:10, en
normoxia.
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3.3. Estado del metabolismo glucolitico en las células HT-29 remanentes.

Con el fin de determinar si en las células remanentes habia un cambio en el metabolismo glucolitico se
determind la concentracion de lactato y pH en el medio extracelular, y el consumo de glucosa por parte
de las células HT-29, como una medida del direccionamiento metabdlico seguido por estas células.

Cuando se midio el pH extracelular se observé una disminucion gradual estadisticamente significativa
(p<0.01) a medida que se incrementaba el niumero de CMSP en el co-cultivo, esto comparado con el
monocultivo en normoxia. Para la relacion 1:10 en hipoxia, la disminucién del pH fue més prominente,
reduciéndose una unidad de 7.8 a 6.8 comparado con el monocultivo en normoxia, por lo cual hay un
incremento de protones H* de 10 veces en el medio extracelular, Figura 8.

14 - p=<0.01
r —* o Normoxia
* : OHipoxia

12 1 ; —

10 4

H
H
L

pH medio extracelular.

1:0 1:1/2 1:1 1:3 1:5 1:10
Relacion Co-cultivo

Figura 8. pH del medio de cultivo para las diferentes relaciones del co-cultivo.n=3, t de student, * = p value <0.01

Cuando se midié la concentracién de lactato en el medio extracelular se observé que al incrementar el
numero de CMSP se dio un ligero incremento de 0.4 nmoles/ul, estadisticamente significativo (p<
0.05), en la concentracion para todas las relaciones del co-cultivo exceptuando la relacion 1:10 en
normoxia, Figura 9. Curiosamente no se observaron diferencias significativas entre normoxia e hipoxia
para cada una de las relaciones de co-cultivo, contrario a lo esperado de un mayor incremento en
hipoxia.
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Figura 9. Concentracion de lactato en el medio extracelular para las diferentes relaciones del co-cultivo. n=2, t de
student test, * = p value < 0.05

Con relacion a la captacion de glucosa en las células HT-29, después del co-cultivo, se pudo observar
que las células presentaban un consumo de glucosa bastante heterogéneo entre ellas, Figura 10A. Al
realizar el procesamiento de las iméagenes de las poblaciones de células se observé un incremento
significativo (p<0.01) en la captacién de glucosa para las relaciones 1:%2 y 1:1 con respecto al
monocultivo de las células HT-29 en normoxia, Figura 10B. La relacion 1:3 se mantuvo en un rango
muy similar al monocultivo, Figura 10B. Para las relaciones mas altas 1:5 y 1:10 se observo una
tendencia a disminuir los niveles de fluorescencia, Figura 10B. Al comparar normoxia e hipoxia, se
observo que para las relaciones 1:0, 1:%2 y 1:5 se presentaba significativamente (p<0.01) una mayor
captacion de glucosa en la poblacion de células que estaban en hipoxia. Para las relaciones 1:1y 1:3 la
captacién de glucosa fue muy similar entre normoxia e hipoxia. Curiosamente para la relacion 1:10 los
niveles de captacion de glucosa en normoxia fueron significativamente (p<0.01) mayores que en
hipoxia, Figura 10B.
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Figura 10. Captacion de glucosa por las células remanentes. A. Imagenes representativas de la captacion de glucosa en
las células HT-29 para normoxia e hipoxia, asociada a la fluorescencia de la sonda 2-NBDG. B. Resultados del
procesamiento de imagenes para todos los tratamientos del co-cultivo. n=3, Wilcoxon test, * = p value < 0.05

Al evaluar los niveles de expresion de las proteinas HK2 y PKM2 se encontré que para el caso de
PKM2 no se apreciaron cambios considerables en ninguna de las relaciones del co-cultivo, ni en
normoxia ni en hipoxia. Para el caso de HK2, se observo una ligera disminucion de los niveles de HK2
en normoxia para la relacion 1:10, sin embargo, se mantuvo constante para el resto de tratamientos,
Figura 11.
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Figura 11. Niveles de expresion de las proteinas HK2 y PKM2 en las células remanentes para las diferentes
relaciones de co-cultivo, medidas a través de Western Blot. Como control de carga se empled B-actina. En azul se
muestran los valores de veces de cambio con respecto al monocultivo en hormoxia o hipoxia.

3.4. Estado del estrés oxidativo en las células HT-29 remanentes

Para evaluar si existian cambios en los niveles de estrés oxidativo, se determind el cambio de los niveles
de especies reactivas de oxigeno (ROS) por parte de las células HT-29 después del tratamiento, Figura
12.

En condiciones de normoxia se observé un incremento gradual en las especies reactivas de oxigeno con
respecto al control, a medida que se incrementaba el nimero de CMSP en el co-cultivo. Dicho
incremento mostro diferencias significativas a partir de la relacion 1:1. Interesantemente de la relacion
1:5alarelacion 1:10 hay una disminucion en los niveles de ROS. En condiciones de hipoxia se observo
que para el monocultivo de HT29 (relacién 1:0) se incrementaron ligeramente los niveles de ROS con
respecto al control pero sin cambios significativos, sin embargo estos niveles se mantuvieron constantes
para las demas relaciones. El uso del antioxidante N-acetilcisteina, logré disminuir los niveles de ROS
en condiciones de normoxia, Figura 12.

Estos resultados indican que para las células HT-29 remanentes que se han mantenido en condiciones
de normoxia, el estrés oxidativo incrementa en el co-cultivo al aumentar el nimero de CMSP.

Aunque el mecanismo de produccion de ROS en hipoxia ain es motivo de controversia, en este caso
se observo que el monocultivo de HT-29 en hipoxia hay una ligera tendencia de incremento con relacion
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a su control en normoxia, el cual es un comportamiento ya reportado, sin embargo, el hecho de que los
niveles de ROS no se incrementen significativamente en hipoxia cuando se incrementa el nimero de
CMSP podria estar indicando que la generacién de ROS es dependiente de oxigeno.
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Figura 12. Veces de cambio de los niveles de ROS de las células HT-29 remanentes, para las diferentes relaciones
de co-cultivo. Las veces de cambio se normalizaron con relacién al monocultivo control (relacion 1:0 en normoxia). n=3,
T-student, * p value <0,01.
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CAPITULO 4: DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Cambios en la adherencia y viabilidad celular.

La inmunoedicidn se compone de tres etapas. La primera se le conoce como inmunovigilancia o de
eliminacion, la segunda se le conoce como inmunoseleccion o de equilibrio y la tercera se le conoce
como inmunosubversion o escape tumoral %23, Para nuestro interés era de gran relevancia poder
realizar un paralelo entre nuestro modelo y la primera etapa porque posiblemente en esa etapa se estan
dando cambios metabdlicos que confieren supervivencia a las células tumorales y se inicia un proceso
de inmunosupresion en las células del sistema inmune. Tomando como base el primer paso de la
inmunoedicion, se consider6 en nuestro modelo que la presencia de las CMSP sobre las células
tumorales podria alterar la adherencia y la viabilidad celular de las células tumorales presentando un
efecto citotoxico similar a dicho proceso de eliminacion. Esto se espera de las observaciones de
modelos alogénicos in vitro, en los que se ha observado como el contacto directo de las CMSP con
células tumorales induce la muerte de las células tumorales y el desprendimiento de la superficie en la
que estan adheridas 15116121123 y que podrian asemejarse a la respuesta antitumoral de las células
inmunes en modelos “in vivo!?, especificamente basandonos en el efecto de Anoikis estimulado por
el ligando de induccién de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) 125128,

De acuerdo con los resultados de la Figura 4A el modelo de co-cultivo planteado gener6 una mayor
respuesta inmune citotdxica sobre las células de cancer de colon HT-29 al aumentar la concentracion
de CMSP y como consecuencia se observa un mayor desprendimiento de las células cancerosas. A
parte de la accion que puede ejercer TRAIL y que puede explicar el desprendimiento de las células
tumorales, la secrecién de metaloproteinasas de matriz (MMPs) por parte de las células del sistema
inmune innato *2°3! podrian estar generando un mecanismo de eliminacion de las células tumorales
semejante a la Anoikis 327134 El hecho de que en hipoxia se dé un mayor desprendimiento de las
células HT-29 estaria asociado a una regulacion a la baja de moléculas de adhesion celular,
especialmente integrinas *>1% o a modificaciones postraduccionales de glicosilacion que sufren las
integrinas en estas condiciones y que estarian afectando su translocacion a lamembrana®’. No obstante,
se observd que una proporcion de celulas, en dependencia del nimero de células inmunes presentes,
escapa a estos mecanismos y permanece adherida a la superficie del plato de cultivo. Estas células, que
en este proyecto se denominaron remanentes, conservan ademas su viabilidad Figura 4B y muestran
mecanismos de inicio o progresion de muerte celular como se evidencié por los resultados de
citometria, Figuras 5y 6.

La induccion de apoptosis por las células del sistema inmune podria darse a través de la activacion de

las vias extrinsecas de TNF y Fas 105138132 | os resultados de citometria, Figuras 5 y 6, mostraron que
para las relaciones bajas del co-cultivo 1:%2 y 1:1 la presencia de las CMSP en hipoxia estimula la
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apoptosis temprana en las células HT-29, mientras que en las relaciones mas altas 1:3, 1:5 y 1:10 se
estimulo la apoptosis tardia y necrosis. Estos resultados estan indicando varios procesos de eliminacion
de las células tumorales dependiente de la cantidad de CMSP presentes en el co-cultivo. Para el caso
de las relaciones 1:%2 y 1:1 en hipoxia podria estar dandose una mayor activacion de las vias extrinsecas
de apoptosis, ya sea por la activacion de Fas/FasL a través de linfocitos T citotoxicos activados o a
través de la via TNF inducida por macr6fagos y monocitos *°1%-144 para el caso de las relaciones mas
altas 1:3, 1:5 y 1:10, posiblemente también se estan activando la via extrinseca de apoptosis, pero
ademas, por el hecho de que hay una mayor cantidad de CMSP, se generaria un efecto mas citotoxico
debido a la mayor cantidad de células NK, macréfagos y linfocitos T citotoxicos presentes en el co-
cultivo®. El aumento en la cantidad de este tipo de células puede inducir la secrecion de perforinas
por células NK vy linfocitos T citotoxicos. La interaccion entre perforinas y Ca?* extracelular permite
establecer poros en las membranas de las células tumorales por los cuales puede darse un flujo de
granzimas desde los linfocitos T citotdxicos que estimulan la apoptosis celular'#®.

Ademas de la accion de las celulas del sistema inmune la disminucion del pH extracelular y la explosion
oxidativa en el microambiente del co-cultivo podrian inducir la muerte celular a través de la via
intrinseca de apoptosis 471 y por necrosis'®. Cuando se da una disminucién del pH como lo
observamos en nuestros resultados, Figura 8, se genera un estrés dependiente del pH que conlleva a un
estrés en el reticulo endoplasmico. El estrés en el reticulo endoplasmico genera la liberacion de Ca®
desde el reticulo endoplasmico y la induccion de la proteina pro-apoptotica bax que conllevan a la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, la liberacion de citocromo ¢ y la activacién del
apoptosoma iniciando el clivaje y activacion de caspasas'™®. Ademas de esto, el estrés dependiente del
pH esta vinculado con un aumento en la expresion de p53 y p21 a través de NF-kB'*°, que también
conlleva a la activacion de la via intrinseca de la apoptosis®™L.

Los resultados de las Figuras 4, 5y 6 reflejan la induccion de la respuesta inmune contra las células
HT-29, la cual se incrementa con la mayor proporcion de las CMSP en el co-cultivo. De tal modo, estos
resultados muestran una eliminacidn dréstica de las células tumorales, similar a lo esperado en el primer
paso de la inmunoedicion, en dependencia de las altas concentraciones de células inmunes y de
condiciones de estrés hipoxico en el microambiente.

Aungue en este proyecto no se evaluaron los cambios en las proporciones de los diferentes tipos de
células del sistema inmune (en suspensidn) en las 24 horas del co-cultivo, si se espera haber inducido
un incremento en la diferenciacion de algunas células asociadas al proceso de que pudiesen estar
explicando los resultados encontrados. De acuerdo con Burkholder y colaboradores (2014) °, el
proceso de eliminacion induce la activacion y diferenciacion de las células inmunes asociadas a un
efecto de inflamacion agudo antitumoral, tanto del sistema inmune innato como adaptativo. De esta
manera, se estimula un incremento en la activacion y accién de linfocitos CD8", linfocitos CD4" y
linfocitos B, células Thl, células NK, macrofagos de tipo 1, neutréfilos de tipol, eosinofilos y células
dendriticas maduras, que estaria regulado por la produccion de citoquinas pro-inflamatorias como IL-
12, IL-1a, IL-1B, IL-6, TNF, IFNy. Igualmente, se espera un incremento en el nimero de células T
naive que esten listas para su activacion a través de la presentacion de antigenos por parte de células
dendriticas, linfocitos B o macrofagos®.

De los resultados de las Figuras 4, 5 y 6 no se puede inferir que se esté dando el proceso de

inmunoseleccion o equilibrio en las relaciones de co-cultivo, sin embargo, el hecho de que se observe
un remanente de células vivas, incluso en la relacion mas alta, podria estar vinculado a algun tipo de
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adaptacion de las células HT-29 a las condiciones del entorno. No se descarta que dichas adaptaciones
estén vinculadas a cambios genéticos, epigéneticos 2 o en el caso de este estudio, a nivel metabélico.

Para conocer si este tipo de adaptaciones llegasen a modificar el microambiente, aproximandolo al
segundo paso de la inmunoedicion, se deberia evaluar en tiempos mas prolongados de co-cultivo el
repertorio de células inmunes presentes y como estan actuando a nivel funcional. De tal modo se
podrian esperar alteraciones en la activacion y diferenciacion en las células del sistema inmune
adaptativo. Dentro del repertorio de células que se verian mas alteradas estarian las células T CD4", en
las cuales se ha visto una disminucion en su proliferacion y supervivencia debido a la expresion por
parte de las células tumorales de Indolamina 2,3-deoxygenasa (el cual elimina el triptéfano de las
células CD4") o de citoquinas que tienen un efecto inmunosupresor tales como TGFf y VEGF.
Paraddjicamente existe un grupo de células del sistema inmune que al aumentar su proporcién en el co-
cultivo podrian ejercer un efecto inmunosupresor. Este grupo de células incluyen macrofagos de tipo
2, células Th2, células Treg, neutrofilos de tipo 2 y células supresoras derivadas de la linea mieloide
(MDSCs)®. Otro aspecto interesante que se esperaria observar es una disminucion en la diferenciacion
y la funcion de células dendriticas por la presencia del acido lactico y disminucién del pH a nivel del

microambiente tumoral, asociado a un cambio en el metabolismo glucolitico de las células dendriticas
67,153-158

El modelo de co-cultivo directo planted un interrogante importante sobre la adherencia de algunas
células inmunes que pudiesen permanecer junto con las células remanentes, una vez concluido el
tratamiento. Los analisis realizados de los resultados de la Figura 7, aunque poco especificos por la
falta de marcaciones especificas para cada tipo celular, dejaron ver que entre el 80 y 90% de células
correspondia a las células tumorales con lo cual se puede inferir que los cambios metabdlicos
observables, en su mayoria, provienen de este tipo celular.

4.2 El estado del metabolismo glucolitico en las células HT-29 remanentes cambia
dependiendo de la cantidad de CMSP en el co-cultivo.

Como medida del posible direccionamiento metab6lico que podrian sufrir las células tumorales
asociado a la cantidad de CMSP o a la hipoxia, se determind el pH en el medio extracelular, la
concentracion de lactato y el consumo de glucosa por parte de las células HT-29 remanentes.

Cuando se midié el pH extracelular, Figura 8, se observd una disminucién gradual a medida que se
incrementaba el nimero de CMSP en el co-cultivo, para la relacidén 1:10 en hipoxia, la disminucion del
pH fue de una unidad con respecto al monocultivo en normoxia, lo cual refleja 10 veces mas protones
H* en el medio extracelular. La disminucién del pH en el medio extracelular estaria ligado a dos
posibles mecanismos: el primero es el incremento de H* que se genera durante la glucélisis anaerobia,
por la produccion de &cido lactico que es transportado a través de los transportadores simporter de
lactato—H*, (MCT4), al medio extracelular. En el segundo mecanismo se da un incremento de CO> y
H* derivados del ciclo de Krebs, cuando la célula toma la via de fosforilacion oxidativa. EI CO2 en
solucion acuosa se transforma a HCOs y H* a nivel extracelular a través de las anhidrasas carbénicas
CAIX y CAXII, las cuales se ubican sobre la cara externa de la membrana plasmaética. Posteriormente
el HCOzs™ puede ser internalizado por las células tumorales con el fin de regular el pH intracelular y
generar de este modo la disminucion en el pH extracelular 15159160,
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La concentracion de lactato extracelular en este modelo de estudio tuvo un incremento muy bajo, Figura
9, sin cambios aparentes ante la hipoxia o el incremento en la proporcion de las células inmunes y
contario a lo esperado por el aumento de la glucolisis anaerobia, como se ha reportado en este tipo de
células en cultivos independientes®®. Estos resultados y la disminucion del pH extracelular sugieren
que posiblemente existe un mecanismo de regulacion diferencial de los niveles del lactato extracelular,
en dependencia de las concentraciones de células inmunes presentes en el microambiente; para las
relaciones bajas del co-cultivo el lactato producido se excreta y permanece en el medio extracelular,
mientras que en las relaciones mas altas del co-cultivo el lactato excretado podria estar siendo
internalizado por algunas células tumorales para ser usado como combustible, haciendo evidente la
adaptacion metabolica de las células tumorales remanentes al estrés generado, de una manera similar
al efecto Warburg reverso 3. Estos resultados estarian apoyados por investigaciones previas en las que
se muestra la existencia de subpoblaciones celulares definidas por los cambios en las presiones parciales
de oxigeno y la concentracion de metabolitos en el medio extracelular, en tumores inducidos con células
SiHa de carcinoma de cérvix!®2, En estos tumores se encontraron células con fenotipos celulares
marcados hacia el metabolismo oxidativo y la presencia de MCTL1, un transpotador con mayor afinidad
por el lactato exdgeno (km = 3.5-10 mM)*®2. En otras palabras, en las relaciones bajas del co-cultivo
se podria estar favoreciendo el efecto Warburg®, mientras que para las relaciones altas del co-cultivo se
podria favorecer un efecto Warburg inverso®2.

Tomando como base los posibles mecanismos de disminucion del pH extracelular y los resultados de
lactato se podria pensar que en las relaciones bajas del co-cultivo el pH disminuye debido al primer
mecanismo asociado a la glucolisis anaerobia y secrecion de lactato, mientras que, en las relaciones
altas del co-cultivo el exceso de lactato extracelular, secretado por subgrupos de células, ingresa en
conjunto con protones H* al interior de las células a través de los transportadores MCT 119162 Jyego el
lactato es transformado a piruvato por la LDH y entra al ciclo de Krebs, incrementando los niveles de
CO2 y H*. Ademas de esto, los protones internalizados y los que se generan debido al ciclo de Krebs
posiblemente retornan al medio extracelular a través de bombas de H*, como el intercambiador Na*/H*
1 (NHE1), o son regulados por anhidrasas carbonicas 1°°1%°, Todo este proceso explicaria los niveles
bajos de lactato y de pH en el medio extracelular. También, es posible que los cambios a nivel
metabdlico observados estén asociados a un mecanismo de respuesta que intenta mitigar la disminucion
del pH extracelular .

Las células remanentes derivadas de los diferentes co-cultivos, muestra un comportamiento diferencial
en cuanto a la captacion de glucosa asociada a los niveles de fluorescencia del homélogo de glucosa,
2-NBDG. Al comparar con el control del monocultivo en normoxia, las relaciones 1:% y 1:1
aumentaron la captacion de glucosa, la relacion 1:3 se mantuvo constante y las relaciones més altas 1:5
y 1:10 mostraron una tendencia a disminuir, Figura 10 B.

Se plantearon dos posibles explicaciones para estos resultados: La primera es que la disminucion en la
captacién de glucosa en las relaciones altas se asocia con el aumento del nimero de células que entran
en apoptosis tardia y necrosis, Figura 5 y 6, debido a que estas células pierden funcion y disminuyen
su actividad metabolica %1%, Sin embargo, con esta posibilidad no esta muy claro por qué hay un
incremento en la captacion de glucosa en las relaciones mas bajas 1:%2 y 1:1, dado que en estas
relaciones también habia un incremento en el nimero de células en apoptosis temprana, Figura 6. La
segunda explicacion es que se esta dando una reprogramacion del metabolismo glucolitico en las células
remanentes dependiente del nimero de CMSP en el co-cultivo. Las relaciones mas bajas del co-cultivo
1:% y 1:1 podrian estar asociadas al efecto Warburg’, en donde hay un mayor consumo de glucosa,
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Figura 10B y un aumento en la produccidn de lactato, Figura 9. Las relaciones més altas del co-cultivo
1:5y 1:10 podrian estar asociadas a un efecto Warburg reverso®3, en donde algunas células consumen
el lactato del medio extracelular y disminuyen el consumo de glucosa, Figura 9 y 10. La relacién 1:3
podria estar en un estado intermedio entre los dos efectos, dado a que los niveles de fluorescencia son
muy parecidos al control, Figura 10B.

A pesar de que no se evaluaron los cambios que podrian tener las células tumorales con relacion a la
glutamindlisis, se espera observar que en las relaciones altas del co-cultivo, en donde se da una mayor
acidosis y posiblemente el efecto Warburg reverso, se incremente la glutaminolisis; transformando a la
glutamina en glutamato y posteriormente en alfa-cetoglutarato para ingresar en el ciclo de Krebs®,

Con el fin de observar si los cambios vistos tenian relacion con la cantidad de proteinas asociadas al
metabolismo glucolitico se evaluaron los niveles de las proteinas HK2 y PKM2, Figura 11. No se
observaron cambios significativos en la expresion de estas dos proteinas que se correlacionaran con los
cambios vistos en la captacion de glucosa y la produccion de lactato. Tan solo la disminucién para HK2
en la relacion 1:10 en normoxia podria estar relacionada con la disminucién en la captacion de glucosa
en esta relacion del co-cultivo. Estos resultados indican que al menos para estas dos proteinas no hay
un cambio significativo a nivel de la regulacion en su expresion, sin embargo, no se descarta que pueda
existir un cambio en los niveles de la proteina PKM2 en su forma de dimero o tetramero sin que se vea
alterada la cantidad total de proteina observada 88°°3, Tampoco se descarta que se incremente o
disminuya la expresion de otras enzimas involucradas en el metabolismo glucolitico. Ademas, puede
existir una modulacion asociada a la actividad enzimatica de cada proteina para cada una de las
relaciones del co-cultivo, sin que se vea alterada su expresion.

Aunque no fue evaluado en este trabajo, otro aspecto importante a recalcar es la concentracion de Ca?*
a nivel citosolico y su relacion con el metabolismo glucolitico. Se ha visto que un metabolismo dirigido
hacia la glucélisis anaerobia resulta ser la fuente primordial de ATP que necesita la bomba de Ca?
dependiente de ATP (PMCA) para secretar Ca?* al medio extracelular. Un cambio hacia un
metabolismo mitocondrial (fosforilacion oxidativa) conlleva a una disminucién en la actividad de esta
bomba, generando in incremento en el calcio intracelular (citosélico) que trae como consecuencia la
induccion de apoptosis en las células tumorales!® lo cual tendria relacion con lo observado en los
resultados de la Figura 6.

En la Figura 13 se muestra un esquema hipotético de los cambios en el direccionamiento del
metabolismo glucolitico de las células de cancer de colon HT-29 al incrementar el namero de CMSP
en normoxia e hipoxia.

4.3 El estado del estrés oxidativo en las células HT-29 remanentes varia
dependiendo de la disponibilidad de O..

El aumento de los niveles de ROS en normoxia en las células HT-29 cuando se incrementa el nimero
de CMSP en el co-cultivo, Figura 12, posiblemente esta asociado a la secrecion de citoquinas y factores
de crecimiento (IL-1, IFNy, TNFa, EGF, TGFp) por parte de macréfagos, monocitos y neutrofilos, que
inducen la activacion de vias de sefializacion sobre las células remanentes y fomentan la actividad de
NADPH oxidasas y la disrupcion de la cadena de transporte durante la explosion oxidativa®*1%’. Esta
respuesta que trae como resultado la generacion de ROS, que a su vez estaria estrechamente vinculada
a la induccion de muerte celular por parte de las CMSP 9192 Figura 6.
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En condiciones de hipoxia, el mecanismo de produccion de ROS en células tumorales aun es motivo
de controversia, debido a que algunos autores reportan su incremento®-17° mientras que otros plantean
su disminuciont™172, En nuestro caso, Figura 12, se observo que el monocultivo de HT-29 en hipoxia
tiene un ligero incremento con relacion a su control en normoxia, sin embargo, ese ligero incremento
se mantuvo constante en todas las relaciones del co-cultivo. El hecho de que los niveles de ROS no se
incrementen gradualmente en hipoxia cuando se incrementa el nimero de CMSP podria estar indicando
que la generacion de ROS es dependiente de la cantidad de oxigeno disponible. En otras palabras, dado
que la produccion de ROS a nivel mitocondrial depende de la disrupcién en la cadena de electrones y
se necesita de oxigeno como aceptor de los electrones que se fugan de la cadena, se puede pensar que
la produccion de ROS llegara hasta un umbral que dependera de la disponibilidad del oxigeno presente
en la célula.

Otra posible explicacién de la regulacién a la baja de los niveles de ROS intracelular en las células
tumorales en co-cultivo podria estar asociado a un incremento de agentes antioxidantes estimulados por
la activacion de NF-kB que a su vez esta influenciado por el exceso de ROS en el medio extracelular
derivado de la explosion oxidatival™17*. La hipoxia también podria inducir un sistema de regulacion
redox a través del metabolismo serina-glicina de un carbono (SGOC) a nivel mitocondrial'’>"® o a
través de la regulacion de la glucolisis y/o glutamindlisist’’. Dentro de los antioxidantes que podrian
incrementar su accién estarian las superéxido dismutasas (SODs), catalasas, glutation peroxidasas,
peroxiredoxinas, tioredoxinas!’’1’®, Ademas, en las relaciones bajas del co-cultivo podria darse,
ademas de la glucolisis anaerobia, un mayor estimulo de la produccion de agentes antioxidantes como
NADPH a traves de la via de pentosas fosfatos para la regeneracion del glutation reducido y un mejor
control de las ROS*"™,
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Figura 13. Esquema hipotético de los cambios en el metabolismo de las células de cancer de colon HT-29 al
incrementar el nimero de CMSP en normoxia e hipoxia. A. Resumen de todos los cambios observados. B. Modelo de los
cambios en normoxia. C. Modelo de los cambios en hipoxia. El posible cambio va desde un metabolismo asociado al efecto
Warburg o glucélisis anaerobia cuando hay un nimero bajo de CMSP hasta un metabolismo asociado al efecto Warburg
Inverso, en el cual en un grupo de células se da un mayor consumo de lactato y una disminucidn en el consumo de glucosa,
cuando hay un mayor nimero de CMSP. Las diferencias mas notables entre normoxia e hipoxia fueron los niveles de ROS
y un mayor consumo de glucosa en hipoxia para las relaciones mas bajas del co-cultivo.
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CAPITULO 5: PERSPECTIVAS A FUTURO

Este trabajo es un buen inicio para el estudio del microambiente tumoral con co-cultivos en 2D y de los
cambios asociados a la interaccion entre las células de cancer de colon y las células CMSP. A su vez,
genera bastantes interrogantes y se abre un abanico de posibilidades para continuar con el estudio de la
regulacién del metabolismo glucolitico y el estrés oxidativo en las células tumorales en su interaccion
con las celulas del sistema inmune. A continuacion se mencionan algunas:

5.1 A corto plazo:

Evaluar si los cambios encontrados a nivel de captacién de glucosa se relacionan directamente con una
reprogramacién metabolica o son debidos al aumento de apoptosis y necrosis en las células HT-29. Se
plantea, adicionar a los ensayos de captacioén de glucosa algun marcador especifico de apoptosis y
necrosis para microscopia de fluorescencia en vivo, que permita discriminar la captacion de glucosa
tanto en células vivas como en células en apoptosis 0 necrosis.

Evaluar los posibles cambios a nivel de proliferacion celular y/o quiescencia que puedan tener las
células en las diferentes relaciones del co-cultivo. Utilizar un marcador de proliferacion celular como
Ki67 y realizar un andlisis de la poblacion celular por citometria de flujo o microscopia de
fluorescencia.

Determinar si existe algun tipo de cambio a nivel transcripcional del mRNA que codifica para las
proteinas HK2 y PKM2, esto a través de qRT-PCR.

5.2 A mediano plazo:

Evaluar los posibles cambios a nivel de viabilidad, metabolismo glucolitico y estrés oxidativo en las
CMSP.

Cuantificar y determinar qué tipo de citoquinas son secretadas al medio extracelular en las diferentes
relaciones del co-cultivo.

Evaluar la expresion de otras proteinas involucradas en el metabolismo glucolitico, tales como: GLUT-
1, fosfofructoquinasa 1y 2 (PFK-1,2), Aldolasa A, Triosa fosfato isomerasa, GAPDH, fosfoglicerato
quinasa 1, fosfoglicerato mutasa, Enolasa 1, Piruvato quinasa, Piruvato deshidrogenasa (PDH), lactato
deshidrogenasa A (LDHA) y piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK1). Ademéas de los posibles
cambios de dimero o tetrdmero que puede sufrir PKM2,
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5.3 A largo plazo:
Evaluar otras rutas metabdlicas que pudieran tener influencia en la supervivencia de las células de
cancer de colon, entre ellas, la glutamindlisis, la ruta de pentosas fosfato, la sintesis y degradacion de
aminoacidos y lipidos. Posiblemente para lograr una mejor aproximacion de esto, se podria emplear
alguna técnica de marcaje de isotdpico acoplado con espectrometria de masas para rastrear los posibles
metabolitos y la direccionalidad de cada una de las fuentes (Glucosa, Glutamina, Lactato o Acetil-coA).

Evaluar las posibles rutas de sefializacion que involucren la regulacion del metabolismo glucolitico y
que sean activadas por citoquinas presentes en el medio extracelular del co-cultivo.

Evaluar los posibles cambios a nivel del Ca?* intracelular y extracelular, asociandolos con los cambios
vistos en el metabolismo glucolitico.

Evaluar si se dan cambios metabolicos empleando otros tipos de células en co-cultivo; por ejemplo,
fibroblastos ademas de otras lineas celulares de cancer de colon.

Este modelo in vitro puede emplearse a futuro como modelo de evaluacién de agentes
quimioterapéuticos que tengan efecto sobre la viabilidad, proliferacion, capacidad apoptotica y
metabolismo del microambiente celular de células de cancer de colon y CMSPs. Esto traeria ventajas
en tiempo y ampliaria el estudio sobre metabolismo en microambiente tumoral, en modelos in vitro, en
contraste de los modelos animales cuestionados muchas veces desde el punto de vista la bioético.
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CAPITULO 6: VENTAJAS Y LIMITACIONES DEL
MODELO

Ventajas:

>

Y YVV

Se pueden manipular las concentraciones de oxigeno (normoxia o hipoxia) y se pueden manejar
diferentes tiempos.

Asemeja el primer paso de la inmunoedicién: Eliminacién.

Es econémico, rapido y de facil manejo.

Permite ser escalable desde cajas de 24 pozos hasta platos de cultivo de 100 mm, dependiendo
de lo que se quiera evaluar.

Se puede seleccionar alguna relacion del co-cultivo de acuerdo a lo que se desee evaluar.

Limitaciones:

>

No asemeja los pasos de equilibrio y/o escape de la inmunoedicién. Al menos durante este
tiempo de co-cultivo.

Es un modelo in vitro y no abarca todos los procesos que se pueden dar en un organismo.
Al ser un modelo alogénico puede variar los resultados comparado con un modelo singénico.

Los cambios observables del metabolismo de las células remanentes son derivados de la
interaccion de las células tumorales con el conjunto de poblaciones celulares (CMSP) y no de
una poblacion especifica.
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CAPITULO 7: CONCLUSIONES

1. Este modelo de co-cultivos mostro la accion de las células del sistema inmune de manera similar
al primer paso de la inmunoedicion. En las relaciones bajas induce la apoptosis temprana, lo
que podria estar asociado a la activacion de vias de sefializacion como la via extrinseca de
apoptosis. En las relaciones altas se induce la apoptosis tardia y la necrosis. Esto podria
relacionarse con un efecto citotoxico posiblemente asociado a la explosién oxidativa, el pH
extracelular y las sefiales de induccién de apoptosis y necrosis.

2. Este modelo de co-cultivos mostrd6 cambios en el metabolismo glucolitico, posiblemente
asociados tanto a la viabilidad celular y los estadios de apoptosis, como también a la
reprogramacion metabolica debida al microambiente del co-cultivo. La reprogramacion
metabolica indica que en dependencia de la cantidad de células inmunes presentes en el
microambiente, las células tumorales presentan un comportamiento metabdlico diferencial; a
relaciones bajas (1:%2y 1:1) las células se comportan como si estuvieran en el efecto Warburg,
a la relacion intermedia (1:3) el comportamiento estd entre el efecto Warburg y el efecto
Warburg reverso, y en relaciones altas (1:5 y 1:10) las células tienden a comportarse como en
el efecto Warburg reverso.

3. Las celulas HT-29 remanentes mostraron cambios en el estrés oxidativo por el efecto del
aumento de las CMSP en normoxia pero no en hipoxia. Este efecto aparentemente estaria
dependiendo de la disponibilidad de oxigeno para la generacion de ROS o de la regulacion por
parte de algunos mecanismos antioxidantes.

4. Este trabajo desarrollé un modelo util de co-cultivos in vitro en 2D, que permite el estudio de
los cambios metabdlicos y el estrés oxidativo que sufren las células de cancer de colon cuando
se encuentran en condiciones de normoxia, hipoxia y en presencia de células del sistema
inmune.

58



CAPITULO 8: ANEXOS

8.1 Curva de calibracion de concentracion de lactato vs. Absorbancia.
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Figura 14. Curva de calibracion de concentracion de lactato vs Absorbancia a partir de varios estandares incluidos en
el kit 11 de ensayo de lactato (Sigma-Aldrich, MAKO065).

8.2 Consideraciones éticas.

En el proyecto se manejaron muestras de sangre para el aislamiento de las células mono nucleares de sangre
periférica. Las muestras provenian de donantes voluntarios adultos, sanos, entre los 20 a 50 afios de edad,
que fueron facilitadas por el Hemo-Centro distrital de Bogota con previa firma del consentimiento
informado.

El consentimiento informado esta enmarcado en un proyecto méas grande en el cual se dio la evaluacion y

aprobacion por el comité de ética en investigacion de la Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud de la
Universidad del Rosario y por el comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de
Colombia. Para dicha aprobacion se presento el disefio del consentimiento informado tomando como base
la resolucion 8430 de 1993 y 002378 de 2008 del Ministerio de la Proteccion Social.

El proyecto se enmarca como Investigacion con riesgo minimo, tomando como base la resolucion 8430 de
1993 y 002378 de 2008 del Ministerio de la Proteccidn Social.
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En el consentimiento informado se le indica al donante voluntario que va a participar en el estudio firmando
el consentimiento informado y permitiendo que la sangre que done se utilice para separar las células
mononucleares y con ellas, realizar los experimentos planteados en el proyecto en mencion. Estos
experimentos permitiran ver el comportamiento de las células sanguineas y tumorales y la respuesta de
estas Ultimas ante los tratamientos contra el cancer. También, al donante voluntario se le indica que va a
participar en una Investigacion con riesgo minimo: “Son estudios prospectivos que emplean el registro de
datos a través de procedimientos comunes consistentes en examenes fisicos o sicolégicos de diagndstico o
tratamientos rutinarios entre los que se consideran pesar al sujeto, ECG, pruebas de agudeza auditiva,
termografias, coleccion de excretas y secreciones externas, obtencion de placenta durante el parto,
recoleccion de liquido amnidtico, al romperse las membranas, obtencion de saliva, dientes deciduales y
dientes permanentes extraidos por indicacion terapéutica, placa dental y célculos removidos por
procedimientos profilacticos no invasores, corte de ufias y pelo sin causar desfiguracion, extraccion de
sangre por puncién venosa en adultos con buen estado de salud, con frecuencia maxima de dos veces
a_la semana y volumen méximo de 450 ml en dos meses excepto durante el embarazo, ejercicio
moderado en voluntarios sanos, pruebas sicoldgicas a grupos o individuos en los que no se manipularéa
la conducta del sujeto, investigacion con medicamentos de uso comun, amplio margen terapéutico y
registrados ante el Ministerio o su autoridad delegada, empleando las indicaciones, dosis y vias de
administracion establecidas y que no sean los medicamentos que se definen en el articulo 55 de la
resolucion 8430 de 1993”.

En este estudio el donante no va a obtener ningn BENEFICIO econémico pero si tendra el beneficio de
que la sangre que done sea utilizada en un proyecto que genere recomendaciones de optimizacion de la
terapia contra el cancer.

La informacion que el donante nos brinde va a ser conocida y manejada por investigadores éticamente
calificados, que no divulgaran la informacion personal a personas externas al estudio, cumpliendo con el
secreto profesional.

8.3 Contribucion a la linea de investigacion del grupo.

A partir del 2010, teniendo en cuenta la creciente participacion en la investigacion cientifica por parte de
la Universidad del Rosario, y a sabiendas de la importancia que tienen los aspectos biogquimicos y
moleculares en la resolucion de los interrogantes relacionados con diversas enfermedades que afectan la
calidad de vida de los seres humanos, el grupo Bio-Bio inicio el desarrollo de la linea de investigacion
“Mecanismos bioquimicos y moleculares de la respuesta celular activada por estrés”. A través de esta linea
de investigacion, se busca fortalecer la investigacion dentro del grupo, apoyar la formacion de alto nivel de
los nuevos cientificos colombianos, e identificar y aportar soluciones a problemas existentes en la practica
médica.

Con la participacion de Investigadores Jovenes en el desarrollo de este proyecto, el grupo Bio-Bio busca
mejorar la compresion de los procesos moleculares y bioquimicos implicados en la respuesta celular a
estresores, como la hipoxia y la respuesta inmune, que estan asociados a la resistencia tumoral a
tratamientos como la Radio- y la Quimioterapia. Adicionalmente, el desarrollo de este proyecto permitira
consolidar la alianza entre el grupo Bio-Bio y el Laboratorio de Reumatologia e Inmunologia, del
Departamento de Pediatria, de la Universidad de Wiirzburg, permitiendo el desarrollo de investigacion
conjunta a largo plazo en la bioquimica del cancer y la radio-oncologia, generando asi herramientas que
permitan optimizar la eficacia de dichos tratamientos.
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8.4. Analisis estadistico.

4 Informe de las diferencias ordenadas

Error estandar
Nivel - Nivel Diferencia de la diferencia
1aUNormoxia 12> Hipoxia 10,38003 1,318235
120 Normoxia 1a3 Hipoxia 74,63488 7,318235
1230 Normoxia 121 Hipoxia 70,08288 7,318235
120 Hipoxia 1210 Hipoxia 59,66063 7,318235
1 2 0 Hipoxia 125 Hipoxia 5752313 7,318235
120 Hipoxia 123 Hipoxia 55,77138 7,318235
120 Normoxia  12a1/2 Hipoxia 53,11688 7,318235
1a0Normoxia 123 Normoxia 52,13175 7,318235
1a 1/2. Normoxia 1 a 10 Hipoxia 51,92438 7,318235
1 a0 Hipoxia 121 Hipoxia 51,21938 7,318235
120Normoxia 1210 Normoxia  50,40888 7318235
12 1/2. Normoxia 1 a 5 Hipoxia 49,78688 7,318235
12 1/2. Normoxia 1 a 3 Hipoxia 48,03513 7,318235
12 1/2. Normoxia 1 a 1 Hipoxia 4348313 7,318235
1a5Normoxia 1210 Hipoxia 41,59475 7,318235
120Normoxia 1a1 Normoxia 40,73550 7,318235
1a5Normoxia 1a5 Hipoxia 39,45725 7,318235
1a1Normoxia 1a10 Hipoxia 37,78863 7,318235
125 Normoxia 123 Hipoxia 37,70550 7,318235
120Normoxia 1a5 Normoxia 36,92938 7,318235
1a1Normoxia 1a5 Hipoxia 35,6513 7318235
120 Hipoxia 12a1/2 Hipoxia 34,25338 7318235
1a1Normoxia 123 Hipoxia 33,89938 7,318235
1 a0 Hipoxia 1 a3 Normoxia 33,26825 7,318235
1a5Normoxia 1a1 Hipoxia 33,15350 7318235
1 a0 Hipoxia 1210 Normoxia  31,54538 7,318235
1a1Normoxia 121 Hipoxia 29,34738 7,318235
1210 Normoxia 1210 Hipoxia 28,11525 7318235
1a0Normoxia 1a1/2.Normoxia 26,59975 7,318235
12 1/2. Normoxia 1 a1/2 Hipoxia 26,51713 7318235
123 Normoxia 1210 Hipoxia 26,39238 7,318235
1210 Normoxia 135 Hipoxia 25,97775 7318235
12 1/2. Normoxia 1 a 3 Normoxia 25,53200 7,318235
1a1/2 Hipoxia 1210 Hipoxia 25,40725 7,318235
1a3 Normoxia 1a5 Hipoxia 24,25488 7318235
1210 Normoxia 1 a3 Hipoxia 24,22600 7318235
121/2. Normoxia 1a 10 Normoxia  23,80913 7,318235
1a1/2 Hipoxia 125 Hipoxia 23,26975 7,318235
123 Normoxia 123 Hipoxia 22,50313 7,318235
1 a0 Hipoxia 12 1 Normoxia 21,87200 7,318235
121/2 Hipoxia 123 Hipoxia 21,51800 7,318235
1310 Normoxia 1 a1 Hipoxia 19,67400 7,318235
130 Normoxia 120 Hipoxia 18,86350 7318235
120 Hipoxia 125 Normoxia 18,06588 7318235
123 Normoxia 121 Hipoxia 17,9512 7318235
121/2 Hipoxia 121 Hipoxia 16,96600 7,318235
135 Normoxia  1a1/2 Hipoxia 16,18750 7.318235
1a5Normoxia 1a3 Normoxia 15,20238 7,318235
12 1/2. Normoxia 12 1 Normoxia 14,13575 7,318235
1a5Normoxia 1210 Nomoxia  13,47950 7,318235
1a1Normoxia 1a1/2 Hipoxia 12,38138 7,318235
1231 Normoxia 123 Normoxia 11,39625 7318235
12 1/2. Normoxia 1 a 5 Normoxia 10,32962 7,318235
1a1Normoxia 12 10 Normoxia 9,67338 7318235
121 Hipoxia 1210 Hipoxia 844125 7,318235
120 Hipoxia 1a1/2. Normoxia  7,73625 7,318235
12 1 Hipoxia 1a 5 Hipoxia 6,30375 7,318235
121 Hipoxia 1 a 3 Hipoxia 4,55200 7,318235
123 Hipoxia 1210 Hipoxia 3,88925 7,318235
1a5Normoxia 1a1 Normoxia 3,80613 7,318235
1210 Normoxia 1a1/2 Hipoxia 2,70800 7,318235
13 5 Hipoxia 1 a 10 Hipoxia 2,13750 7318235
1 a3 Hipoxia 135 Hipoxia 1,75175 7.318235
1210 Normoxia 1 a3 Normoxia 1,72288 7318235
123 Normoxia  1a1/2 Hipoxia 0,98512 7318235

Tabla 1.. Analisis estadistico para el porcentaje de células remanentes, figura 4A. Prueba t de student n 3.

Limite de

control inferior
57,0984

55,3467
50,7947
40,3724
38,2349
36,4832
33,8287
32,8436
32,6362
31,9312
31,1207
30,4987
28,7469
24,1949
22,3066
21,4473
20,1691
18,5004
184173
17,6412
16,3629
14,9652
14,6112
13,9801
13,8653
12,2572
10,0592
8.82M
73116
7,2289
7,1042
6,689
6,2438
6,1191
4,9667
4,9378
4,5209
3,9816
32149
2,5838
2,2208
0,3858
-0,4247
-1,2223
-1,337
-2,3222
-3,1007
-4,0858
-5,1524
-5,8087
-6,9068
-7,8919
-8,9586
-9,6148
-10,8469
-11,5519
-12,9844
-14,7362
-15,3989
-15,4821
-16,5802
-17,1507
-17,5364
-17,5653
-18,3031
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Limite de
control rior
G55 /45)
93,92305
89,37105
78,94880

76,81130 <«

75,05955
72,40505
71,41993
71,21255
70,50755
69,69705
69,07505
67,32330
62,77130
60,88293
60,02368
5874543
57,07680
56,99368
56,21755
54,93930
53,54155
53,18755
52,55643
5244168
50,83355
48,63555
4740343
4588793
45,80530
45,68055
45,26593
4482018
4469343
43,54305
4351418
43,09730
42,55793
41,79130
41,16018
40,80618
38,96218
38,15168
37,35405
37,23930
36,25418
3547568
34,49055
33,42393
32,76768
31,66955
30,6843
29,61780
28,96155
27,72943
27,02443
25,59193
23,84018
2317743
23,09430
21,99618
21,42568
21,03993
21,0105
20,27330

Valor p
<, 0001
<,0001"
<,0001*
<,0001*
0001*
<,0001*
<,0001"
<,0001*
<,0001"
<,0001*
<,0001*
<,0001*
<, 0001*
<,0001"
<,0001*
<,00071*
<,0001*
<,0001*
<0001
<,0001*
<,0001"
<,0001"
<,0001*
<,0001*
<,0001*
<,0001"
0,0001"
0,0002*
0,0005*
0,0005"
0,0005*
0,0006"
0,0008*
0,0008"
0,0014*
0,0014*
0,0016*
0,0021*
0,0028*
0,0037*
0,0042*
0.0087"
0,0117*
0,0156
0,0162*
0,0229*
0,0297*
0,0408*
0,0568

0,0690

0,0944

0,1232

0,1618

0,1898

0,2520

0,2935

0,3915

0,5356

0,5965

0,6044

07123

0,7709

08114

08145

0,8932




Error estandar Limite de Limite de

Nivel - Nivel Diferencia de la diferencia control inferior control superior Valor p

1a0 Normoxia 1a1/2 Normoxia 10,73201 20,79829 -30,6277 52,09169 0,6072 [ | P
1a0Hipoxia 1a1/2 Normoxia  10,65428 20,79829 -30,7054 52,01396 0,6008 | | |
123 Hipoxia 1a1/2 Mormoxia 949538 20,79829 -31,8643 50,85505 0,6492 | | (I
121/2 Hipoxia 1a1/2 Normoxia  8,54497 20,79829 -32,8147 4990465 0,6822 i (M
1a5Hipoxia 1a1/2 Normoxia  7,50523 20,79829 -33,8545 43,86400 0,7191 | | Tl
1a1Mormoxia 1a1/2 Mormexia  7,07502 20,79829 -34,2847 48,43460 0,7346 |§ (Il
123 Mormoxia 1a1/2 Mormoxia  6,97460 20,79829 -34,3851 4833428 0,782 | | (Il
120 Mormoxia 1a5 Normoxia 6,46516 20,79829 -34,8845 4782483 0,7567 l (i
1a0Hipoxia 1a5 Normoxia 6,38743 20,79829 -34,9722 4774710 0,7595 | |i N
120 Mormoxia 1210 Hipoxia 6,35983 20,79829 -34,9998 47,71950 0,7605 | | Pl
1a0Hipoxia 1210 Hipoxia 6,28210 20,79829 -35,0776 4764177 0,7634 |§ Pl
1a0Normoxia 1a10 Normoxia  5,72615 20,79829 -35,6335 47,08582 0,7837 i ‘i
1a0Hipoxia 1210 MNormoxia 564842 20,79829 -35,7113 47,00809 0,7866 | || il
1a1Hipoxia 1a1/2 Normoxia  5,62626 20,79829 -35,734 46,98593 0,7874 | | -
1a3Hipoxia 1a5 Normoxia 5,22852 20,79829 -36,1312 46,58820 0,8021 || il
123 Hipoxia 1210 Hipoxia 5,12319 20,79829 -36,2365 46,48287 0,8060 ‘R
120 Normoxia 121 Hipoxia 5,10575 20,79829 -36,2520 46,46543 0,8067 ‘R
1a0Hipoxia 121 Hipoxia 5,02802 20,79829 -36,3317 46,28770 0,8006 | | ! (o
1210 Mormoxia 1a 1/2 Mormoxia  5,00586 20,79829 -36,3538 16,36554 0,8104 | | (o
1a3Hipoxia 1a10Mormoxia 448951 20,79829 -36,8702 45,4919 0,8296 ¥ ‘'l
1210 Hipoxia 1a1/2 Normoxia  4,37218 20,79829 -36,9875 4573186 0,8340 ‘'l
1a1/2 Hipoxia 135 Normoxia 427812 20,79829 -37,0816 45,63780 0,8375 | | ! Pl
1a5Mormoxia 1a1/2 Mormoxia  4,26685 20,79829 -37,0028 45,62653 0,8379 | | ! Pl
121/2 Hipoxia 1210 Hipoxia 417279 20,79829 -37,1869 4553247 0,8415 | ‘'l
1a3Hipoxia 1a1 Hipoxia 3,86912 20,79829 -37,4906 45,22880 0,8529 | | ! N
120 Normoxia 123 Normoxia 3,75741 20,79829 -37,6023 45,11708 0,8571 || | N
1a0Hipoxia 123 Normoxia 3,67968 20,79829 -37,6800 45,03936 0,8600 B A
120 Normoxia 121 Normoxia 3,65700 20,79829 -37,7027 45,01667 0,8608 N
1a0Hipoxia 121 Normoxia 3,57927 20,79829 -37,7804 4493894 0,8638 || ! N
121/2 Hipoxia 12 10 Normaxia 3,53911 20,79829 -37,8206 44,89879 0,8653 || | 1
1a5Hipoxia  1a5 Normoxia 3,23837 20,79829 -38,1213 44,59805 0,8766 B 1
120 MNormoxia 125 Hipoxia 3,22679 20,79829 -38,1329 4458646 0,8771 1
1a0Hipoxia 125 Hipoxia 3,14905 20,79829 -38,2106 44,50873 0,8800 N
1a5Hipoxia 1210 Hipoxia 3,1334 20,79829 -38,2266 44,49272 0,8806 1
121/2 Hipoxia 121 Hipoxia 2,91872 20,79829 -38,4410 4427839 0,8887 || | T
1a1MNormoxia 125 Normoxia 2,80816 20,79829 -38,5515 4416784 0,8029 || ! I
123 MNormoxia 125 Normoxia 2,70775 20,79829 -38,6519 4406742 0,8967 | T
121 Nermoxia 1210 Hipoxia 2,70283 20,79829 -38,6568 4406251 0,8969 T
123 Normoxia 1210 Hipoxia 2,60242 20,79829 -38,7573 43,96208 0,9007 T
1a3Hipoxia 13 Normoxia 2,52078 20,79829 -38,8380 43,88045 0,0038 N H
1a5Hipoxia 110 Normaxia 2,49936 20,79829 -38,8603 43,85904 0,0046 N H
1a3Hipoxia 11 Normoxia 2,42036 20,79829 -38,9393 43,78004 0,9076 | e
120 Normoxia 1:a1/2 Hipoxia 2,1874 20,79829 -39,1726 43,54671 0,9165 N H
1a0Hipoxia  1a1/2 Hipoxia 2,10931 20,79829 -39,2504 43,46898 0,9195 |
1a1MNormoxia 1a10 Normoxia 2,06915 20,79829 -39,2905 43,42883 0,9210 N H
1a3Hipoxia 1a5 Hipoxia 1,99015 20,79829 -39,3685 43,34983 0,9240 il
123 Normoxia 1a 10 Normoxia 1,96874 20,79829 -39,3900 43,32841 0,9248 N
1a5Hipoxia 1a1 Hipoxia 1,87897 20,79829 -39,4807 43,23865 0,0282 | o
1a1/2 Hipoxia 1 a3 Normoxia 1,57037 20,79829 -39,7893 42,93005 0,9400 il
1a1/2 Hipoxia 11 Normoxia 1,46996 20,79829 -39,8897 4282963 0,0438 N
121 Nermoxia 1a1 Hipoxia 1,44876 20,79829 -39,9109 42,80843 0,0446

1a1Hipoxia 1a5 Normoxia 1,35940 20,79829 -40,0003 42,71908 0,9480

123 Normoxia 1a1 Hipoxia 1,34834 20,79829 -40,0113 42,70802 0,0485

1a1Hipoxia 1a10 Hipoxia 1,25407 20,79829 -40,1056 4261375 0,9521

120 Normoxia 1a 3 Hipoxia 1,23663 20,79829 -40,1230 4259631 0,9527 |

1a0Hipoxia 1a3 Hipoxia 1,15890 20,79829 -40,2008 4251858 0,9557

1a1/2 Hipoxia 1a 5 Hipoxia 1,03975 20,79829 -40,3199 4239942 0,9602

1a3Hipoxia 1a1/2 Hipoxia 0,95040 20,79829 -40,4093 4231008 0,9637

1210 Normoxia 125 Normoxia 0,73901 20,79829 -40,6207 42,00869 0,9717 |

1210 Normaexia 1210 Hipoxia 0,63368 20,79829 -40,7260 41,99336 0,9758

1a1Hipoxia 110 Normaxia 0,62029 20,79829 -40,7393 41,98007 0,9763

1a5Hipoxia 13 Normoxia 0,53063 20,79829 -40,8291 41,89030 0,9797

1a5Hipoxia 11 Normoxia 0,43021 20,79829 -40,9295 41,78989 0,9835

1210 Hipexia 15 Normoxia 0,10533 20,79829 -41,2543 41,46501 0,9960

1a1 Normoxia 1 a3 Normoxia 0,10041 20,79829 -41,2593 41,46000 0,9962

120 Normoxia 10 Hipoxia 0,07773 20,79829 -41,2819 41,43741 0,9970

Tabla 2.Anélisis estadistico para el porcentaje de viabilidad, figura 4B. Prueba t de student, n=3.
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4 Informe de las diferencias ordenadas

Nivel

1 a 0 vivas normoxia

1 3 0 vivas normoxia

1 3 0 vivas normoxia

1 a 0 vivas normoxia

1 a 0 vivas normoxia

1 a 0 vivas hipoxia

1 a 0 vivas hipoxia

1 3 0 vivas normoxia

1 a 0 vivas hipoxia

1 3 0 vivas hipoxia

1 a 0 vivas normoxia

1 a 1 vivas normoxia

1 a 3 vivas hipoxia

1 a2 0 vivas normoxia

1 a0 vivas hipoxia

1 a 1/2 vivas normoxia
1 a 0 vivas normoxia

1 a 1 vivas normoxia

1 a 0 vivas normoxia

1 a 3 vivas hipoxia

1 a 1/2 vivas normoxia
1 a 1 vivas normoxia

1 a 0 vivas hipoxia

1 a 3 vivas hipoxia

1 3 1/2 vivas normoxia
1 a 3 vivas normoxia

1 a 1 vivas normoxia

1 a 3 vivas hiooxia

1 a 3 vivas normoxia

1 a 1/2 vivas normoxia
1 a 3 vivas normoxia

1 a 0 vivas hipoxia

13 5 vivas normoxia

1 a 1 vivas normoxia

1 a 3 vivas normoxia

1 a 3 vivas hipoxia

1 a 5 vivas normoxia

1 3 0 vivas normoxia

1 a 1/2 vivas normoxia
1 a 0 vivas hipoxia

1 3 10 vivas hipoxia

1 a 0 vivas hipoxia

1 a1 vivas normoxia

1 a5 vivas normoxia

1 a 0 vivas hipoxia

1 a 3 vivas hipoxia

1 2 10 vivas hipoxia

1 a 1/2 vivas normoxia
1 a 10 vivas hipoxia

1 a 3 vivas normoxia
13 5 vivas normoxia

1 a 5 vivas hipoxia

1 a 1 vivas normoxia

1 a 3 vivas normoxia

1 2 10 vivas hipoxia

1 3 3 vivas hipoxia

1 a 5 vivas hipoxia

1 3 1/2 vivas normoxia
1 a 10 vivas normoxia
1 a 5 vivas hipoxia

1 3 5 vivas normoxia

1 a1 vivas hipoxia

1 3 10 vivas normoxia
1 a 1 vivas normoxia

1 a 3 vivas hipoxia

1 a 1 vivas normoxia

Tabla 3. Analisis estadistico para los diferentes tratamientos del porcentaje de células vivas vistas por citometria de

Error estandar
- Nivel Diferencia de la diferencia
1 a 1/2 vivas hipoxia 29,99170 8,131053
12 1 vivas hipoxia 28,74459 8,131053
1210 vivas normoxia  27,82755 8,131053
1 a5 vivas hipoxia 26,08177 8,131053
1 3 10 vivas hipoxia 22,73285 8,131053
1 a 1/2 vivas hipoxia 22,27821 8,131053
12 1 vivas hipoxia 21,03110 8,131053
1 a5 vivas normoxia 21,03089 8,131053
1310 vivas normoxia  20,11407 8,131053
1 a5 vivas hipoxia 18,36829 8,131053
1 a 3 vivas normoxia 17,66874 8,131053
1 a3 1/2 vivas hipoxia 15,79244 8,131053
1 a 1/2 vivas hipoxia 15,41031 8,131033
13 1/2 vivas normoxia  15,03274 8,131053
1 a 10 vivas hipoxia 15,01937 8,131053
1 a 1/2 vivas hipoxia 14,95896 8,131053
1 a 3 vivas hipoxia 14,58139 8,131053
1 a1 vivas hipoxia 14,54533 8,131053
1 a 1 vivas normoxia 14,19926 8,131053
1 a1 vivas hipoxia 14,16320 8,131053
1 a 1 vivas hipoxia 13,71185 8,131053
1a10vivas normoxia  13,62830 8,131053
1 2 5 vivas normoxia 13,31741 8,131053
1 3 10 vivas normoxia 13,24617 8,131053
13 10vivasnormoxia  12,79482 8,131053
1 a 1/2vivas hipoxia 12,32295 8,131053
1 a5 vivas hipoxia 11,88251 8,131053
1 a5 vivas hiooxia 11.50038 8.131053
1 a 1 vivas hipoxia 11,07584 8,131053
1 a5 vivas hipoxia 11,04903 8,131053
1210 vivas normoxia  10,15881 8,131053
1 2 3 vivas normoxia 995526 8,131053
1 a 1/2 vivas hipoxia 8,96080 8,131053
1 a 10 vivas hipoxia 8,53360 8,131053
1 a5 vivas hipoxia 8,41302 8,131053
1 2 10 vivas hipoxia 8,15146 8,131053
1 a1 vivas hipoxia 7,71369 8,131053
1 a 0 vivas hipoxia 7,71348 8,131053
1 a 10 vivas hipoxia 7,70012 8,131053
12 1/2 vivas normoxia  7,31925 8,131053
1 a3 1/2 vivas hipoxia 7,25884 8,131053
1 3 3 vivas hipoxia 6,86791 8,131053
1 a5 vivas normoxia 6,83164 8,131053
1 a 10 vivas normoxia 6,79666 8,131053
12 1 vivas normoxia 6,48577 8,131053
1 3 5 vivas normoxia 6,44951 8,131053
1 a1 vivas hipoxia 6,01173 8,131053
1 a5 vivas normoxia 5,99816 8,131053
1 a 10 vivas normoxia 5,09470 8,131053
1 a 10 vivas hipoxia 5,06411 8,131053
1 a5 vivas hipoxia 5,05087 8,131053
1 a 1/2vivas hipoxia 3,90993 8,131053
1 a 3 vivas normoxia 3,46949 8,131053
1 a 5 vivas normoxia 3,36215 8,131053
1 a5 vivas hipoxia 3,34892 8,131053
1 a 3 vivas normoxia 3,08736 8,131053
1 a 1 vivas hipoxia 2,66282 8,131053
1 a 3 vivas normoxia 2,63601 8,131053
1 a 1/2 vivas hipoxia 216414 8,131053
1 a2 10 vivas normoxia 1,74579 8,131053
1 a3 10 vivas hipoxia 1,70196 8,131053
12 1/2 vivas hipoxia 1,24711 8,131053
1 a1 vivas hipoxia 0,91703 8,131053
1 3 1/2 vivas normoxia 0,83348 8,131053
1a1/2vivasnormoxia  0,45135 8,131053
1 a 3 vivas hipoxia 0,38213 8,131053

flujo, figura 6. Prueba t de student, n=4.
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-10.6119
-11,0364
-11,0632
-11,9535
-12,1570
-13,1515
-13,5787
-13,6092

Limite de
control superior

52,10397 0

50,85686
49,93983
48,19404
44,84513

4439049

43,14338
4314317

33,99478

33.61265
33,18812

33,16131
32,27108
32,06753
31,07307
30,64587
30,52530
30,26374
29,82597
29,82576
29,81239
29,43152
29,37112
28,98018
28,94391
28,90893
28,59805
28,56178
28,12401
28,11043
27,20698
27,17638
27,16315
26,02220
25,58176
2547442
25,46119
25,19963
2477509
2474828
2427641
23,85806
23,81423
23,35938
23,02931
22,94575
22,56362
22,49440

0,1102
0,1120
0,1243
0,1384
0,1526

0.1658
0,1816

0,1826
0,2196
0,2288
0,2778




4 Informe de las diferencias ordenadas

Error estandar Limite de Limite de
Nivel - Nivel Diferencia de la diferencia | inferi | superi
1 3 1/2 apoptosis temprana hip 120 apop P 23,47997 6,483498 5,8482 41,1174
1a1/23p i hip 1 a 3 apoptosi P hip 20,80947 6,483498 31 3844124
1a1 apoptosns hempmna hlpoxw 1 a 0 apoptosi 20,55478 6,483498 2,9230 38,18656
121 apoptosis temprana hlpoxva 1a3 apopwsns eemprana h|pox|a 17,88428 6,483498 0,2525 35,51606 0.0091°
12a1/2 apop prana hipoxia 130 apop 15,48643 6,483498 -2,1453 33,1821 0,0223"
1 2 1/2 apoptosi: hip 123 apop P 14,89054 6,483498 -2,7412 32,52231 0,0276"
1 a5 apoptosis temprana hlpoxla 1a0apop P 14,57104 6,483498 -3,0607 32,20282 0,0308*
1a1/2 apop . poxia 1a1apop . 14,06560 6,483408 -3,5662 31,69737 0,0367*
1231/2 apop P 120 apop P 13,8332 6,483498 -3,7986 31,46499 00398
1a1/23p i hip 1a5 apop P 13,27876 6,483498 -4,3530 30,91053 0,0479"
1al apoptosns temprana hlpoxla 1a0 apoptosls temprana hlpoxla 12,56125 6,483498 -5,0705 30,19302 0,0606
12a1/2 apop ia 1a10ap 12,26004 6,483498 -5,3717 29,89181 0,0667
121 apoptosis tzmprana hlpoxla 1a3 11,96535 6,483498 -5,6664 29,59713 0,0732
1a5 apopmsns temprana hipoxia 1a3 apopm; hemprana hupoxla 11,90054 6,483498 -5,7312 29,53232 0,0747
1a10ap P ia 1a0ap P 11,81194 6,483498 -5,8198 29,44371 0,0768
1.2 1/2 apoptosis temprana hip 1210 apop P 11,66803 6,483498 -5,9637 29,29980 0,0803
12 10 apoptosi P hip 120 apop P 11,21993 6,483498 -64118 2885170 0,0921
12a1/2 apop P 123 apop P hip 11,16272 6,483498 -6,4691 28,79449 0,0937
121 apoptosi: hip 12a1apop P 11,14042 6,483498 -6,4914 28,77219 0,0943
121 apoptosis temprana hipoxia 15 apop P 10,35358 6,483498 -7,2782 27,98535 0,119
125 apop P ia 1a0lap P 10,20121 6,483498 -7,4306 27,83298 0,124
13 1/2 apoptosi P hip 12 1/2 apoptosi P 9,64675 6,483498 -7,9850 27,27853 0,1455
12 1 apoptosi: 1 a 0 apoptosi 9,41437 6,483498 -8,2174 27,04614 0,1551
1a1 apoptaosls temprana hipoxia 1a10 apopmsus temprana hlpoxu 9,33486 6,483498 -8,2969 26,96663 0,1586
1210 apopt P ia 123 apop 914144 6,483498 -8,4903 26,77321 0,1671
1 3 1/2 apoptosi hip 125 apoptosis temprana hip 8,90892 6,483498 -8,7229 26,54070 0,179
1a1 apoptosls tempram hlpoxul 1 a 10 apoptosi P 874284 6,483498 -8,8889 26,37462 0,1859
123 apop P ia 120 apop P 858043 6,483498 -9,0423 26,22121 0,1936
1210 i hip 123 apop P hip 8,54943 6,483498 -9,0823 26,18120 0,1956
1 aOapoptosns temprana hlpoxla 120 apop F 7,99353 6,483498 -9,6382 25,62531 0,2256
125 apop P ia  1a3apop prana hip 7,53071 6483408 -10,1011 25,16248 0,2531
121 apoptosi 1a3 apop P hip 6,74387 6,483498 -10,8879 2437564 0,3052
12 1 apoptosis temprana hipoxia 1a 1/2 P 6,72157 6,483498 -10,9102 24,35334 0,3068
1 a5 apoptosis temprana hipoxia 120 apopbsns bemprana hipoxia 6,57751 6,483498 -11,0543 24,20928 03171
1a1 apoptoﬂs temprana hlpoxla 1a5 apopwsnstemprana hipoxia 5,98374 6,483498 -11,6480 23,61551 0,3622
1325 apop P p 1a3ap i 5,98161 6,483498 -11,6502 23,61339 0,3624
123 apop 1a3ap i P hipoxia 591893 6,483498 -11,7128 23,55071 0,3674
1a1/2a3p 1 2 0 apoptosi P hipoxia 5,83968 6,483498 -11,7921 23,47146 03737
120 apoptoscs temprana hipoxia 1a3 apoptoscs temprana hipoxia 5,32303 6,483498 -12,3087 22,95481 0,4170
12a1/2 apop 1a3ap p i 5,24378 6,483498 -12,3880 22,87556 04239
1 aSapoptoﬂstemprana hipoxia  1a1apop P i 5,15668 6,483498 -12,4751 22,78845 04316
121/2 apop 121apop P 441885 6,483498 -13,2129 22,05062 0,499
1a5 apoptosus temprana hipoxia 1a5 apop p 4,36984 6,483498 -13,2619 22,00161 0,5046
1a103ap P ia 1a0apop P hip 3,81841 6,483498 -13,8134 21,45018 0,559
1 a1/2 pop 1a5 apop ¥ 3,63201 6,483498 -13,9998 21,26378 0,5788
1a5 apoptoﬂs tempmm hlpoxla 1a10 apoptosus temprana hlpoxla 3,35112 6,483498 -14,2807 20,98289 0,6084
1a1023p P p 120 apop P 3,22639 6,483498 -14,4054 20,85817 0,6218
1a10ap p 1a3 apop ¥ 3,22251 6,483498 -14,4093 20,85428 0,6222
1a 1/2 i hip 1 a 1 apoptosi P hipoxia 2,92518 6,483498 -14,7066 20,55696 0,6546
1a5 apoptosls temprana hlpo:ua 1 a 10 apoptosi: P i 2,75910 6,483498 -14,8727 20,39088 0,6730
1a3 apophosns temprana hlpoxla 120 apop P 2,67050 6,483498 -14,9613 20,30227 0,6829
1210 apop P P 123 apop 2,63050 6,483498 -15,0013 20,26227 0,6873
12 1/2 apoptosi P 1210 F hip 2,61329 6,483498 -15,0185 20,24506 0,6893
12103p i p 121 apop P 2,39757 6,483498 -15,2342 20,02935 0,7137
125 apop P 120 apop hip 2,20767 6,483498 -15.4241 19,83945 0,7355

Tabla 4. Andlisis estadistico para los diferentes tratamientos del porcentaje de células en apoptosis temprana vistas
por citometria de flujo, figura 6. Prueba t de student, n=4.

64



Los niveles no conectados por Ia misma letra son significativamente distintos.
4 Informe de las diferencias ordenadas

Error estandar Limite de Limite de

Nivel - Nivel Diferencia de ladiferencia control inferior control superior

1 2 10 apoptosis tardia 1 20 apoptosis tardia 11,24405 3,106572 2,79578 19,60233 0 1 _BEy
1 2 10 apoptosis tardia 1 a 0 apoptosis tardia hipoxia 10,52944 3,106572 2,08117 18,97772 7 1 /
1 a 10 apoptosis tardia 1 a 1/2 apoptosis tardia 9,10988 3,106572 0,66160 17,55815 /
1210 apoptosns tardia hlpoxna 1 a 0 apoptosis tardia normoxna 8,41060 3,106572 -0,03767 16,85887 i} “[
1210 apop tardia 12 1 apoptosis tardia 7,99868 3,106572 -0,44959 16,44696 ([ |
1 2 10 apoptosis tardia hipoxia 1 a 0 apoptosis tardia hipoxia 7,69599 3,106572 -0,75228 16,14426 ( [
1 a 1 apoptosis tardia hipoxia 1 3 0 apoptosis tardia normoxia 7,61810 3,106572 -0,83018 16,06637 / {—) /
131 apoptosis tardia hipoxia 120 apoptosis tardia hipoxia 6,90349 3,106572 -1,54479 15,35176 ( . [

1 a 5 apoptosis tardia hipoxia 1 2 0 apoptosis tardia normoxia 6,89148 3,106572 -1,55679 15,33976 | /

1 2 10 apoptosis tardia ia 1 a3 apoptosis tardia 6,58558 3,106572 -1,86270 15,03385 | . |

1 a 10 apoptosis tardia 1 a 3 apoptosis tardia hipoxia 6,51229 3,106572 -1,93598 14,96057 ' s | |

1 a 1/2 apoptosis tardia hlpoxw 1 a 0 apoptosis tardia normoxna 6,39336 3,106572 -2,05491 14,84163 “ o ’

1 a5 apoptosis tardia 12 0 apoptosis tardia 6,35718 3,106572 -2,09109 14,80545 00 |

1 2 10 apoptosis tardia hipoxia 1 a 1/2 apoptosis tardia normoxia 6,27643 3,106572 -2,17185 14,72470 0,0508 |

1 a 5 apoptosis tardia hipoxia 1 a 0 apoptosis tardia hipoxia 6,17688 3,106572 -2,27140 1462515 0,054 ‘,' ) ]

1 3 1/2 apoptosis tardia hlpoxna 1 a 0 apoptosis tardia hipoxia 5,67875 3,106572 -2,76952 14,12702 0,0758 { {

1 a 5 apoptosis tardia 1 a 0 apoptosis tardia hipoxia 5.64257 3,106572 -2,80570 14,09084 0,0777 ] k

1 a1 apoptosis tardia hipoxia 1 a 1/2 apoptosis tardia normoxia 548392 3,106572 -2,96435 13,93220 0,0860 I |

1 a 10 apoptosis tardia hlpoxna 1 a1 apoptosis tardia normoxxa 5,16523 3,106572 -3,28304 13,61351 0,1051 — ;

1 a 10 apoptosis tardia 1 a5 apoptosis tardia 4,88687 3,106572 -3,56140 13,33515 0,124 -

1 a 10 apoptosis tardia 1 a 1/2 apoptosis tardia hipoxia 4,85069 3,106572 -3,59758 13,29897 0,1272 - ‘

1 a 5 apoptosis tardia hipoxia 12 1/2 apoptosis tardia normoxia ~ 4,75731 3,106572 -3,69096 13,20558 0,134 ] |

1 a 3 apoptosis tardia hlpoxla 1 a 0 apoptosis tardia normoxia 4,73176 3,106572 -3,71651 13,18003 0,1365 | |

1 2 3 apoptosis tardia 13 0 apoptosis tardia i 4,65847 3,106572 -3,78980 13,10675 0,1424 | J

1 2 1 apoptosis tardia hipoxia 1 a 1 apoptosis tardia normoxia 437273 3,106572 -4,07554 12,82100 0,1678 | |

1 a 10 apoptosis tardia ia 135 apoptosis tardia hipoxia 4,35257 3,106572 -4,09571 12,80084 0,1698 | |
12172 apoptosns tardia hlpoxla 1a1/2 apoptosns tardia normoxla 4,25919 3,106572 -4,18909 12,70746 0,1789 |

135 apop tardia 12 1/2 apoy tardia 4,22301 3,106572 -4,22527 12,67128 0,1825 | J

1 2 3 apoptosis tardia hlpoxla 1 a 0 apoptosis tardia hipoxia 4,01715 3,106572 -4,43112 12,46542 0,2042 ' ]

1 a 3 apoptosis tardia 1 2 0 apoptosis tardia hipoxia 3,94386 3,106572 -4,50441 12,39214 0,2124 | | [

1 2 10 apoptosis tardia hipoxia 1 a 3 apoptosis tardia normoxia 3,75213 3,106572 -4,69615 12,20040 0,2350 | ] \

1 a 10 apoptosis tardia hipoxia 1 a 3 apoptosis tardia hipoxia 367884 3,106572 -4,76943 12,12711 0,2441 | =]

1 a 5 apoptosis tardia hipoxia 1 a 1 apoptosis tardia normoxia 3,64612 3,106572 -4,80216 12,09439 0,2482 |

1 2 10 apoptosis tardia ia 121 apoptosis tardia hlpoxua 3,62595 3,106572 -4,82232 12,07423 0,2508 | 1 J

1a1 is tardia 13 0 apoptosis tardia 3,24537 3,106572 -5,20291 11,69364 0,3031 [ ]

i |
Tabla 5. Andlisis estadistico para los diferentes tratamientos del porcentaje de células en apoptosis tardia vistas por citometria de
flujo, figura 6. Prueba t de student, n=4.

4 Informe de las diferencias ordenadas

Nivel - Nivel Diferencia de ladiferencia controlinferior control superior Valor p

R e e G o
1 a 3 Necrosis hipoxia 12 1/2 Necrosis normoxia 8_1 13784 4,128674 -0,25055 1648712 0,0571 J
1 a 3 Necrosis hipoxia 1 a0 Necrosis normoxia 7179129 4128674 -1,19421 15,55247 0,0906
1 a 3 Necrosis hipoxia 1 a 1/2 Necrosis hipoxia 7,060760 4128674 -1,31258 1543410 0,0938
1 a 3 Necrosis hipoxia 1a 1 Mecrosis hipoxia 6,607423 4128674 -1,76592 1498076 0,1183 f
1 a 10 Mecrosis normoxia 1 a0 Necrosis hipoxia 5,766223 4128674 -2,60712 14,13856 0,1711
1 a 10 Mecrosis normoxia 1 a 1/2 Mecrosis normoxia  5,706218 4,128674 -2,66712 14,07956 0,1755
1 a 3 Necrosis hipoxia 1 a 1 Mecrosis normoxia 5,639607 4 128674 -2,73373 1401295 0,1804 |
1 a 5 Necrosis hipoxia 1 a0 Necrosis hipoxia 5,613900 4128674 -2,75944 13,98724 0,1824

1 a 5 Necrosis hipoxia 1a 1/2 Necrosis normoxia  5,553895 4128674 -2,81944 13,92723 0,1870

1 a5 MNecrosis normoxia 1 0 MNecrosis hipoxia 5467167 4128674 -2,90617 13,84051 0,1938

1 a3 Mecrosis normoxia 1 0 Necrosis hipoxia 5415409 4128674 -2,95784 13,78884 0,1979

1 a 5 Necrosis normoxia 1 a 1/2 Mecrosis normoxia  5,407162 4,128674 -2,96618 13,78050 0,1986

1 a3 Necrosis normoxia  1a 1/2 Necrosis normoxia  5,355494 4128674 -3,01784 13,72883 0,2028 :l
1 a 10 Necrosis normoxia 1 a0 Necrosis normoxia 4771562 4,128674 -3,60178 13,14490 0,2554

1 a2 10 Mecrosis nermoxia 1 a 1/2 Mecrosis hipoxia 4653194 4128674 -3,72015 13,02653 0,2672

1 a 5 Mecrosis hipoxia 1 a 0 Necrosis normoxia 4619240 4128674 -3,75410 12,99258 0,2706

1 a 5 Mecrosis hipoxia 1a1/2 Necrosis hipoxia 4, 500871 4128674 -3,87247 12,87421 0,2829 H H
1 25 Mecrosis normoxia 1 a 0 Mecrosis normoxia 4472507 4128674 -3,90082 12,84585 0,28509

1 a 3 Mecrosiz normoxia 1 a 0 Necrosis normoxia 4420839 4128674 -3,95250 12,79418 0,2914 :l
1 a5 Necrosis normoxia  1a 1/2 MNecrosis hipoxia 4354138 4,128674 -4,01920 12,72748 0,2986

1 a 3 Necrosis normoxia 1 a 1/2 Mecrosis hipoxia 4,302470 4128674 -4,07087 12,67381 0,3043 :
1 a 10 Necrosis normoxia  1a 1 Necrosis hipoxia 4,199856 4128674 -4,17348 12,57320 0,3158 :
1 a 10 Mecrosis hipoxia 1 a0 Mecrosis hipoxia 4,006086 4128674 -4,27835 1247032 0,3277 |
1 a 3 Necrosis hipoxia 1a 10 Necrosis hipoxia 4076803 4128674 -4,20654 12,45014 0,3300 |
1 a 5 Necrosis hipoxia 1 a1 Necrosis hipoxia 4047534 4,128674 -4 32581 1242087 0,3335 :l
1 a 10 Mecrosis hipoxia 1a1/2 Necrosis normoxia  4,036951 4128674 -4,33636 1241032 0,3347 :[
1 a5 MNecrosis normoxia 1 1 Necrosis hipoxia 3,900801 4128674 -4,47254 12,27414 0,351 :l:
1 a3 MNecrosis normoxia  1a 1 Necrosis hipoxia 3849133 4128674 -4,52421 12,22247 0,3574 :l

1 a 10 Mecrosis normoxia 1 a 1 Mecrosis normoxia 3,232040 4128674 -5,14130 11,60538 0,4388 ]

1 a 10 Mecrosis hipoxia 1 2 0 Mecrosis normoxia 3,102325 4128674 -5,27101 11,47566 0,4573 |

1 a 5 Necrosis hipoxia 1 a 1 Mecrosis normoxia 3,079718 4,128674 -5,29362 1145306 00,4600 :l

1 a 10 Mecrosis hipoxia 1a 1/2 Necrosis hipoxia 2,983957 4,128674 -5,38938 11,35730 0.4745 |

1 a 5 Necrosis normoxia 1 a 1 Necrosis normoxia 2932985 4128674 -5,44035 11,30632 0,4820 :l

1 a3 Necrosis normoxia 1 a 1 Necrosis normoxia 2,881317 4128674 -5,49202 11,25466 0,4897 :l

1 a 3 Mecrosis hipoxia 1 a 3 Mecrosis normoxia 2758200 4128674 -5,61505 11,13163 0,5083 |

1 a 3 Necrosis hipoxia 12 5 Mecrosis normoxia 2, 706622 4128674 -5,66672 11,07996 0,5163 |

1 a 3 Necrosis hipoxia 1 a 5 Necrosis hipoxia 2,559889 4,128674 -5,81345 1093323 0,5391 :l

1 a1 Necrosis normoxia 1 a0 Necrosis hipoxia 2,5334182 4128674 -5,83918 10,90732 0,5432 :I

1 a 10 Necrosis hipoxia 1a 1 MNecrosis hipoxia 2,530619 4128674 -5,84272 10,9039 0,5438 :l

1 a1 Necrosis normoxia  1a 1/2 Mecrosis normoxia 2, 474177 4128674 -5,80016 10,84752 0,5527 :l

1 a 3 Mecrosis hipoxia 1a 10 Necrosis normoxia 2407566 4,128674 -5,96577 10,78001 0,5634 :l

1210 Mecrosis normoxia 1 a 10 Necrosis hipoxia 1,660237 4,128674 -6,70410 10,04258 0,6884 | |

1 ccenee A 1ncTa & pnenT ANANTT N Tnee o -

R e

4 onm.

Error estandar

Limite de

Limite de

Tabla 6. Analisis estadistico para los diferentes tratamientos del porcentaje de células en necrosis wstas por
citometria de flujo, figura 6. Prueba t de student, n=4.
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Error estandar Limite de Limite de
Nivel - Nivel Diferencia de la diferencia control inferior control superior
1 a 0 vivas normoxia 1 a 0 apoptosis tardia nermoxia 82 28750 2,162850 77,5751 86,00004
1 a 0 vivas normoxia 1 a 0 Mecrosis normoxia 78,01357 2,162850 73,3011 82,72601 <
1 a 0 vivas normoxia 1 a0 apoptosis temprana normoxia  76,79888 2,162850 72,0864 81,5133
1 a 0 apoptosis temprana normexia 1 a 0 apoptosis tardia normoxia 5,48861 2,162850 0,7762 10,20106
1 a 0 Mecrosis normoxia 1 a 0 apoptosis tardia nermoxia 4,27383 2,162850 -0,4385 8,08638
1 a 0 apoptosis temprana normoxia 1 a0 Necrosis normoxia 1,21468 2,162850 -3,4973 5,92713
1 a 1/2 vivas normoxia 1a 1/2 apoptosis tardia normoxia 65,12059 4,582909 55,1353 75,10589
1 a 1/2 vivas normoxia 1a1/2 Necrosis normoxia 63,91549 4582900 53,9302 73,90079
1 a 1/2 vivas normoxia 12 1/2 apoptosis temprana normoxia  47,93293 4582900 37,9476 57,91823
1 a 1/2 apoptosis temprana normoxia 1 a 1/2 apoptosis tardia normoxia 17,18766 4,582000 7,2024 27,17296
1 a1/2 apoptosis temprana normoxia 1a 1/2 Necrosis normoxia 15,98256 4582900 5,9973 25,96786
12 1/2 Necrosis normoxia 12 1/2 apoptosis tardia normoxia 1,20510 4582900 -8,7802 11,19040
1 a1 vivas normoxia 1 a1 apoptosis tardia nermoxia 64,84287 3,940877 56,2368 7344892
1 a1 vivas normoxia 1 a1 Mecrosis normoxia 6227479 3,040877 53,6687 70,88083
1 a 1 vivas normoxia 1 a1 apoptosis temprana normoxia  53,18526 3,940877 44 5792 61,79130
1 a 1 apoptosis temprana normexia 1 a 1 apoptosis tardia normoxia 11,65762 3,949877 3,0516 20,26366
1 a 1 apoptosis temprana normoxia 1 a 1 Necrosis normoxia 0,08953 3,040877 0,4835 17,69557
1 a 1 Mecrosis normeoxia 1 a1 apoptosis tardia normoxia 2,56800 3,940877 -6,0380 11,17413
1 a 3 vivas normoxia 1 a 3 apoptosis tardia nermoxia 59,96028 7,023008 42 6975 77,22303
1 a 3 vivas normoxia 1 a 3 Mecrosis normoxia 55,92398 7,923008 38,6612 73,18674
1 a 3 vivas normoxia 1 a3 apoptosis temprana normexia  50,54071 7.923008 33,2780 67,80346
1 a 3 apoptosis temprana normexia 1 a 3 apoptosis tardia normoxia 9.41957 7,923008 -7.8432 26,68232
1 a 3 apoptosis temprana normoxia 1 a 3 Necrosis normoxia 5,38328 7.923008 -11,8795 22,64603
1 a 2 Mecrosis normoxia 1 a 3 apoptosis tardia nermoxia 4,03630 7,023008 -13,2265 21,29905
1 a 5 vivas normoxia 1 a5 apoptosis tardia nermoxia 54,80042 6,004366 41,8170 67,98181
1 a 5 vivas normoxia 1 a5 Mecrosis normoxia 52,51017 6,004366 30,4278 65,59256
1 a 5 vivas normoxia 1 a5 apoptosis temprana normoxia  43,56678 6,004366 32 4844 58,64017
1 a 5 apoptosis temprana normoxia 1 a5 apoptosis tardia normoxia 9,33264 6,004366 -3,7497 22,41503
1 a 5 apoptosis temprana normoxia 1 a 5 Necrosis normoxia 6,94338 6,004366 -6,1390 20,02577
1 a 5 Mecrosis normoxia 1 a5 apoptosis tardia normoxia 2,380926 6,004366 -10,6931 15,47165
1 a 10 vivas normexia 1 a2 10 Mecrosis normoxia 4541445 6,044622 32,2444 58,58455
1 2 10 vivas normoxia 1 a 10 apoptosis tardia nermoxia 4321580 6,044622 30,0458 56,38500
1 a 10 vivas normoxia 1 a 10 apoptosis temprana normoxia 37,15939 6,044622 23,9893 50,32949 <0 ¢
1 a 10 apoptosis temprana normoxia 1 a 10 MNecrosis normoxia §,25506 6,044622 -4,9150 21,42516 01971
1 a 10 apoptosis temprana normoexia 1 a 10 apoptosis tardia nermoxia 6,05630 6,044622 -7,1136 19,22660 0,3361
1 a 10 apoptosis tardia normoxia 1 a 10 Necrosis normoxia 2,19856 6,044622 -10,9715 15,36866
1 a0 vivas hipoxia 1 a0 apoptosis tardia hipoxia 73,8594 6,070216 60,6335 8708527
1 a0 vivas hipoxia 120 Necrosis hipoxia 71,20475 6,070216 58,0680 84,52061
1 a 0 vivas hipoxia 1 a0 apoptosis temprana hipoxia  61,00187 6,070216 47,8660 74,31773
1 a0 apoptosis temprana hipoxia 1 a 0 apoptosis tardia hipoxia 12,76754 6,070216 -0,4583 25,99340
1 a0 apoptosis temprana hipoxia 1a 0 Necrosis hipoxia 10,20288 6,070216 -3,0230 23,42874
1 a0 Necrosis hipoxia 1 a0 apoptosis tardia hipoxia 2,56466 6,070216 -10,6612 15,79052
1 a 1/2 vivas hipoxia 1 a1/2 Necrosis hipoxia 47,90350 4026643 36,1302 56,676580
1 a 1/2 vivas hipoxia 1 a1/2 apoptosis tardia hipoxia 45,00244 4,026643 37,1201 54,67574
1 a 1/2 apoptosis temprana hipoxia 1 a 1/2 Necrosis hipoxia 24,57628 4,026643 15,8030 33,340938
1 a1/2 vivas hipoxia 1 a1/2 apoptosis temprana hipoxia  23,32722 4,026043 14,5539 32,10052
1 a 1/2 apoptosis temprana hipoxia 1 a 1/2 apoptosis tardia hipoxia 22,57522 4,026643 13,8019 31,34852
12 1/2 apoptosis tardia hipoxia 1 a1/2 Necrosis hipoxia 2,00106 4026643 -6,7722 10,77436
1 a1 vivas hipoxia 1a1 Necrosis hipoxia 4869728 5,207263 37,3516 60,04293 <«
1 a1 vivas hipoxia 12 1 apoptosis tardia hipoxia 45,92481 5,207263 34,5792 57,27047
1 a1 vivas hipoxia 12 1 apoptosis temprana hipoxia  27,49951 5,207263 16,1539 3884516
1 a1 apoptosis temprana hipoxia 1a 1 Necrosis hipoxia 21,19776 5,207263 9,851 32,5431
12 1 apoptosis temprana hipoxia 1 a 1 apoptosis tardia hipoxia 18,42530 5,207263 70797 2977095
1 a1 apobtosis tardia hipoxia 1a 1 Necrosis hipoxia 277246 5.207263 -8.5732 1411811
1 a 3 vivas hipoxia 1 a 3 apoptosis tardia hipoxia 62,97435 6,253454 491314 76,81734
1 a 3 vivas hipoxia 1a 3 apoptosis temprana hipoxia  59,54700 6,353434 45,7040 73,38998
1 a 3 vivas hipoxia 1 a 3 Necrosis hipoxia 56,25305 6,353454 42,4101 70,09604
1 a 3 Necrosis hipoxia 1 a 3 apoptosis tardia hipoxia 6,72130 6,253454 -11217 20,56429
1 a 3 apoptosis temprana hipoxia 1 a 3 apoptosis tardia hipoxia 3,42735 6,353454 -10,4156 17,27034
1 a 3 Necrosis hipoxia 1 a 3 apoptosis temprana hipoxia 3,293%4 6,253454 -10,5490 17,13693
1 a 5 vivas hipoxia 1 a5 apoptosis tardia hipoxia 4031424 7,028807 33,9008 64,62870
1 a 5 vivas hipoxia 1a 5 Necrosis hipoxia 47,31256 7.028807 31,0031 6262701
1 a 5 vivas hipoxia 125 apoptosis temprana hipoxia ~ 36,14607 7,028807 20,8316 51,46053
1 a 5 apoptosis temprana hipoxia 1 a 5 apoptosis tardia hipoxia 13,16817 7,028807 -2,1463 28,48263
1 a 5 apoptosis temprana hipoxia 1a 5 Necrosis hipoxia 11,16649 7.028807 -4,1480 26,48004
1 a 5 Necrosis hipoxia 1 a5 apoptosis tardia hipoxia 2,00168 7,028807 -13,3128 17,31614
1 a 10 vivas hipoxia 1 a 10 Necrosis hipoxia 52,17839 7,612204 35,5928 68,76396 : i
1 a 10 vivas hipoxia 1 a 10 apoptosis tardia hipoxia 51,14405 7,612204 34,5585 67,72961 :
1 2 10 vivas hipoxia 1 a 10 apoptosis temprana hipoxia  42,84610 7,612204 26,2605 59,43167 2| H
1 a 10 apoptosis temprana hipoxia 1 a 10 Necrosis hipoxia 9,33229 7.612204 -7.2533 25,91785 0,2437 i j
1 a 10 apoptosis temprana hipoxia 1 a 10 apoptosis tardia hipoxia 8,29794 7,612204 -8,2876 24,88351 0,291 } [ /
12 10 apoptosis tardia hipoxia 1 a 10 Necrosis hipoxia 1,03434 7,612204 -15,5512 17,61991 0,8042 | | P

Tabla 7. Andlisis estadistico comparando los diferentes estadios de viabilidad, apoptosis temprana, apoptosis
tardia y necrosis para cada relacion de forma individual, figura 6. Prueba t de student, n=4.




A Informe de las diferencias ordenadas

Error estandar Limite de Limite de
Nivel - Nivel Diferencia de la diferencia control inferior control superior Valor p
1a1MNomoxia 1a0MNomoxia  0,0843271 0,0245709 0,018107 0,1517473 0,0014" I
1a1Normoxia 10 Hipoxia 0,0762500 0,0245709 0,009430 0,1430702 0,0037* P P
121/2 Normoxia 1a0 Normoxia  0,0743271 0,0245709 0,008107 0,1417473 0,0042" P P
1alHipoxia  1a0Mormoxia 00741771 0,0245709 0,007357 0,1400973 0,0046" b oo
12 1/2 Normaxia 1 a0 Hipoxia 0,0662500 0,0245709 -0,000570 0,1330702 0,0106* P oy
1a1Hipoxia 10 Hipoxia 0,0655000 0,0245709 -0,001320 0,1323202 00114 | Lo
1a1MNormoxia 1a10Normoxia 0,0632500 0,0245709 -0,003570 0,1300702 0,0143* | o
123 Normoxia 1a0MNormoxia  0,0596771 0,0245709 -0,007143 0,1264973 0,0203* (. P
1a3Hipoxia  1a0Mormoxia  0,0591771 0,0245700 -0,007643 0,1250973 0,0213* b 5 b
1a5Normoxia 1a0MNormoxia  0,0586771 0,0245709 -0,008143 0,1254973 0,0223* | ,.|§ é P
1a1/2 Normoxia 1210 Normoxia  0,0532500 0,0245709 -0,013570 0,1200702 0,0360" L H
1a1/2 Hipoxia 1a0MNormoxia  0,0523271 0,0245700 -0,013893 0,1197473 0,0380* 5 | | 5 il
1alHipoxia  1a10Normoxia 0,0525000 0,0245709 -0,014320 0,1193202 0,0395" oo é o
la5Hipoxia  1a0Normoxia 00521771 0,0245709 -0,014643 0,1180973 0,0407* L H
1a10Hipoxia 1a0Normoxia 00519271 0,0245708 -0,014803 0,1187473 0,0416* 1l 5 e
123 Normaxia 10 Hipoxia 0,0510000 0,0245709 -0,015820 0,1178202 0,0451* §| | i oo
la3Hipoxia  1a0Hipoxia  0,0505000 0,0245709 -0,016320 0,1173202 0,0472* | o
125 Normoxia 1a0Hipoxia  0,0500000 0,0245709 -0,016820 0,1168202 0,0493" i | o
121/2 Hipoxia 10 Hipoxia 0,0442500 0,0245709 -0,022570 0,1110702 0,0801 r | i i
1a5Hipoxia 10 Hipoxia 0,0435000 0,0245709 -0,023220 0,1103202 0,0851 | I ]
1210 Hipoxia 10 Hipoxia 0,0432500 0,0245709 -0,023570 0,1100702 0,0869 . 5 J
123 Normoxia 1210 Nermexia  0,0380000 0,0245709 -0,028820 0,1048202 0,1307 |-'§ 0 |
1a3Hipoxia  1a10MNormoxia 0,0375000 0,0245709 -0,029320 01042202 0,1357 I
1a5Normoxia 110 Normoxia  0,0370000 0,0245709 -0,029820 0,1038202 0,1408 I
1a1MNormoxia 1al0Hipoxia  0,0330000 0,0245709 -0,033820 00986202 01877 | | .
1a1Momoxia 1a5 Hipoxia 0,0327500 0,0245709 -0,034070 00995702 01000 | ||| [EE:
121 Momoxia 1a1/2Hipoxia  0,0220000 0,0245700 -0,034820 0,0988202 02011 | ||| [N |
1a1/2 Hipoxia 1210 Normoxia  0,0312500 0,0245709 -0,035570 0,0880702 0,2116 | | | I
1a5Hipoxia  1a10MNormoxia 0,0305000 0,0245709 -0,036320 00972202 02225 | || [ |
1a10Hipoxia 1210 Normoxia 0,0302500 0,0245709 -0,036570 0,0970702 0,2263 ;|.| I
1a1MNormoxia 1a5Normoxia  0,0262500 0,0245709 -0,040570 00930702 02925 | | | (I | !
1a1Normoxia 1a3 Hipoxia 0,0257500 0,0245709 -0,041070 0,0825702 0,3016 §| 0
1a1MNormoxia 1a2 Mormoxia — 0,0252500 0,0245709 -0,041570 0,0020702 0,3110 | || oo
121/2 Normoxia 1210 Hipoxia  0,0230000 0,0245700 -0,042820 0,0898202 03555 | | m
1a1/2 Mormoxia 1a 5 Hipoxia 0,0227500 0,0245709 -0,044070 0,0895702 0,3607 | | 0
lalHipoxia  1al0Hipoxia  0,0222500 0,0245709 -0,044570 0,0890702 03712 ] |
1alHipoxia  1a5 Hipoxia 0,0220000 0,0245709 -0,044820 00888202 03765 | | 0
121/2 Normoxia 1a1/2 Hipoxia ~ 0,0220000 0,0245709 -0,044820 00888202 03765 | | m
1210 Normoxia 1a0 Normoxia  0,0216771 0,0245709 -0,045143 0,0884373 073835 | | 0
1alHipoxia  1al/2Hipoxia  0,0212500 0,0245709 -0,045570 0,0880702 03929 | | 0
1a1/2 Mormoxia 125 Normoxia  0,0162500 0,0245709 -0,050570 0,0830702 0,5126 | i moo
12 1/2 Normaoxia 123 Hipoxia 0,0157500 0,0245709 -0,051070 0,0825702 0,5256 /o
1alHipoxia  1a5MNormoxia 00155000 0.0245709 -0,051320 00823202 05321 moo

Tabla 8. Analisis estadistico para la concentracion de lactato en el medio extracelular para las diferentes relaciones
del co-cultivo, figura 8. Prueba t de student, n=2.
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Nivel

1 a0 Normoxia
1a 1/2. Normoxia
1 a1 Normoxia

1 a0 Hipoxia
1a1/2. Hipoxia
1a1 Hipoxia

1 a3 Normoxia
1a 3 Hipoxia

1 a0 Normoxia

1 a0 Normoxia

1 a0 Normoxia

1 a5 Normoxia

1 a 10 Normaoxia
1a1/2. Normoxia
1 a 5 Hipoxia
1a1/2. Normoxia
1 a1 Mormoxia
1a1/2. Normoxia
1 a1 Mormoxia

1 a0 Hipoxia
1a1/2. Hipoxia

1 a0 Hipoxia
1a1/2. Hipoxia

1 a1 Normoxia

1 a0 Hipoxia

1 a0 Normoxia
1a1/2. Hipoxia

1 a1 Hipoxia

1 a1 Hipoxia

1 a0 Normoxia

1 a1 Hipoxia
1a1/2. Normoxia
1 a 3 Normoxia

1 a 3 Normoxia

1 a0 Normoxia

1 a1 Normoxia

1 a0 Hipoxia

1 a3 Normoxia
1a1/2. Hipoxia

- Nivel

1 a10 Hipoxia
1a10 Hipoxia
1a10 Hipoxia
1a10 Hipoxia
1a10 Hipoxia
1a10 Hipoxia
1a10 Hipoxia
1a10 Hipoxia

1 a5 Hipoxia
1a 10 Normoxia
1 a5 Mormoxia
1a10 Hipoxia
1a10 Hipoxia

1 a5 Hipoxia
1a10 Hipoxia
1a 10 Normoxia
1 a5 Hipoxia

1 a 5 Normoxia
1 a 10 Normoxia
1 a 5 Hipoxia

1 a5 Hipoxia
1a 10 Normoxia
1 a 10 Normoxia
1 a 5 Normoxia
1 a5 Normoxia
1 a 3 Hipoxia

1 a5 Normoxia
1 a 3 Hipoxia

1 a 10 Normoxia
1 a 3 Normoxia
1 a5 Normoxia
1 a 3 Hipoxia
1a 5 Hipoxia
1a 10 Normoxia
1a 1 Hipoxia

1 a 3 Hipoxia
1a 3 Hipoxia

1 a 5 Normoxia
1 a3 Hipoxia

Error estandar

Diferencia de la diferencia

1,062667
0,960667
0,824667
0,810000
0,896667
0,306667
0,752667
0,676667
0,586000
0,572000
0,542000
0,520667
0,490667
0,484000
0,476667
0,470000
0,448000
0,440000
0,434000
0,433333
0,420000
0,419333
0,406000
0,404000
0,380333
0,256000
0,376000
0,230000
0,216000
0,210000
0,286000
0,254000
0,276000
0,262000
0,256000
0,245000
0,233333
0,232000
0,220000

0,1357998
0,1387998
0,1387998
0,1551829
0,1551829
0,1551829
0,1387998
0,1551829
0,1387998
0,1202041
0,1202041
0,1387998
0,1387998
0,1387998
0,1551820
0,1202041
0,1387998
0,1202041
0,1202041
0,1551820
0,1551829
0,1387908
0,1387998
0,1202041
0,1387998
0,1387908
0,1387998
0,1551820
0,1387998
0,1202041
0,1387998
0,1387908
0,1387998
0,1202041
0,1387998
0,1357998
0,1551829
0,1202041
0,1551829

Limite de
control inferior
0,685203
0,583203
0,547203
0,487083
0474649
0,384649
0,375203
0,254649
0,208536
0,245107
0,215107
0143203
0113203
0,106536
0,054649
0143107
0,070536
0113107
0107107
0011316
-0,002017
0,041869
0,028536
0077107
0,011869
0,008536
-0,001464
-0,002017
-0,061464
-0,016893
-0,091464
-0,003464
-0,107464
-0,0648093
-0,121464
-0,12%464
-0,158654
-0,094893
-0,202017

Limite de
control superior
1,440131
1,338131
1,302131

1,332017 <
1,318684 -

1,228684 <000

1,130131
1,008684
0,963464

0,898803 -
0,868803 -

0,898131
0,868131
0,861464
0,895684
0,796503
0,825464
0,766503
0,760893
0,855351
0,842017
0,796797
0,783464
0,730503
0,766797
0,763464
0,753464
0,752017
0,693464
0,636503
0,663464
0,661464
0,653464
0,558503
0,633464
0,625464
0,655351
0,558503
0,642017

== = =]

0,0103
0,0404*
00289
0,0141*
0,0466*
0,0481*
0,0544
0,0350*
0,073
0,0824
0,1414
0,0615
0,1649

[

L

l.
N,
.4J
o o
AN

Tabla 9. Andlisis estadistico para el pH del medio de cultivo para las diferentes relaciones del co-cultivo, figura 9.
Prueba t de student, n=3.

cocultivol ON

cocultivel ON | 1
cocultivol OH
cocultivel_0.5N
cocultivol_0.5H
cocultivol 1N
cocultivol 1H
cocultival 3N
cocultival 3H
cocultivol 5N
cocultivol SH
cocultivol 10N

cocultivol 10H

cocultivol_OH
1.352199%e-12
1.000000e+00

cocultivol 0.5N

1.574954e-45
7.471975e-06
1.000000e+00

1.000000e+00

cocultivol 0.5H
2.429182e-165
3.558742e-57
2.125495e-26

cocultivol 1N
6.058148e-24
1.000000e+00
7.4965252-05
1.554752¢-61
1.000000e+00

cocultivol 1H
4.547814e-05
1.000000e+00
3.199107e-07
1.152228e-52
1.000000&+00
1.000000e+00

1.000000e+00

cocultivol 3N
2.427401e-05
3.018325e-02
2.506783e-22
6.643635¢-110
1.550424e-06
1.000000e+00

cocultivol_3H
4.600748e-03
5.882580e-02
6.604028e-19
7.501441e-92
2.386685e-05
1.000000e+00
1.000000e+00
1.000000e+00

cocultivol 5N

2.663402e-37
1.327930e-54
2.6711872-86
1.430416e-192
9.1639008-65
2.686530e-33
4.811976e-49
4.486268e-40
1.000000e+00

cocultivol 5H

£.765517e-03
1.000000e+00
5.671356-03
9.758300e-30
1.000000&+00
1.000000e+00
1.000000e+00
1.000000e+00
7.184217e-19
1.000000e+00

cocultivol 10N

6.364266e-61
3.398299-78
7.246107e-136
9.567094e-297
4.6464942-115
5.185216e-46
3.460818e-83
5.316903e-59
1.000000e+00
3.520089e-25
1.000000e+00

cocultivol_10H

3.764656e-218
5.205166e-184
8.646140e-165
1.332081e-220
8.3886268-152
1.167938e-132
1.025732e-188
7.294087e-180
1.313061e-102

3.764418e-77
1.202403e-167
1.000000e+00

Tabla 10. Analisis estadistico para el consumo de glucosa medido a través de la deteccion de la sonda fluorescente 2-
NBDG incorporada a las células, figura 10. Prueba Wilcoxon, n=3.
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Nivel

1a 5 Normoxia

1 a 5 Mormoxia

1 a 5 Mormoxia
1a 10 Normoxia
1 a 5 Nermoxia

1 a 10 Normoxia
1 a 10 Normoxia
1 a 5 Mormoxia

1 a 3 Normoxia

1 a5 Normoxia

1 a 5 Mormoxia

1 a 5 Mormoxia

1 a 5 Mormoxia

1 a 3 Normoxia

1 a 3 Normoxia

1 a 5 Mormoxia

1 a 10 Normoxia
1 a 5 Mormoxia

1 a5 Normoxia
1a 5 Normoxia

1 a 10 Normoxia
1 a 5 Mormoxia

1 a 1 Normoxia
1a 10 Normoxia
1a 10 Normoxia
1 a 3 Normoxia

1 a 5 Mormoxia

1 a 10 Normoxia
1a 10 Normoxia
1a 1 Normoxia

1 a 1 Normoxia

1 a 10 Normoxia
1 a 0 Hipoxia

1 a 10 Nermeoxia+N-acetilcisteina
1a 10 Normoxia
1 a 3 Normoxia
1a1/2 Hipoxia
1a 10 Normoxia
1 a 0 Hipoxia

1 a 0 Hipoxia

1 a 10 Normoxia+M-acetilcisteina
1 a 10 Normoxia+MN-acetilcisteina
1 a 5 Mormoxia+N-acetilcisteina
1 a 3 Normoxia

1 a 10 Normoxia
1 a 3 Normoxia

1 a 10 Normoxia
1a1/2 Hipoxia
1a1/2 Hipoxia

1 a 3 Hipoxia

1 a 3 Normoxia

1 a 3 Normoxia
1a 1/2 Normoxia
1 a 5 Normoxia+N-acetilcisteina
1 a 5 Mormoxia+M-acetilcisteina
1 a 10 Hipoxia

1 a 3 Normoxia
1a 1 Normoxia

1 a 1 Hipoxia

1 a 3 Hipoxia

1 a 3 Hipoxia

1 a 5 Hipoxia

1 a 3 Normoxia
1a 5 Normoxia

1 a 10 Normoxia

- Nivel

1 a0 Normaoxia+N-acetilcisteina

1 a 1/2 Normexia+M-acetilcisteina
1 21 Normoxia+N-acetilcisteina

1 a0 Normoxia+M-acetilcisteina

1 a 3 Normoxia+N-acetilcisteina
12 1/2 Mormoxia+M-acetilcisteina
1 21 Normoxia+N-acetilcisteina

1 a 0 Normoxia

1 a0 Normoxia+M-acetilcisteina

1 a5 Hipoxia

1 a1 Hipoxia

1 a10 Hipoxia

1 a1/2 Nermoxia

12 1/2 Normoxia+N-acetilcisteina
1 a1 Normoxia+N-acetilcisteina

1 a3 Hipoxia

1 2 3 Normoxia+N-acetilcisteina

1 2 5 Mormoxia+N-acetilcisteina
1a1/2 Hipoxia

1 a 10 Normoxia+N-acetilcisteina
1 a 0 Normoxia

1 a0 Hipoxia

1 2 0 Mormoxia+N-acetilcisteina

1 a5 Hipoxia

1 a1 Hipoxia

1 2 3 Normoxia+N-acetilcisteina

1 a1 Normoxia

1 a10 Hipoxia

1 a 1/2 Normoxia

1 a 1/2 Mormoxia+N-acetilcisteina
1 21 Normoxia+N-acetilcisteina

1 a 3 Hipoxia

1 a0 Normoxia+M-acetilcisteina

1 a0 Normoxia+N-acetilcisteina

1 a 5 Normoxia+N-acetilcisteina

1 a 0 Normoxia

1 2 0 Mormoxia+N-acetilcisteina
1a1/2 Hipoxia

12 1/2 Normoxia+N-acetilcisteina
1 21 Normoxia+N-acetilcisteina

1 a 1/2 Normexia+M-acetilcisteina
1 21 Normoxia+N-acetilcisteina

1 a0 Normoxia+M-acetilcisteina

1 a5 Hipoxia

1 a 10 Normoxia+MN-acetilcisteina
1 a1 Hipoxia

1 a0 Hipoxia

12 1/2 Normoxia+N-acetilcisteina
1 a1 Normoxia+N-acetilcisteina

1 2 0 Mormoxia+N-acetilcisteina

1 a10 Hipoxia

1 a1/2 Nermoxia

1 a0 Normoxia+MN-acetilcisteina

1 a2 1/2 Nermoxia+N-acetilcisteina
1 21 Normoxia+N-acetilcisteina

1 2 0 Mormoxia+N-acetilcisteina

1 a 3 Hipoxia

1 a3 Normaoxia+N-acetilcisteina

1 a0 Normoxia+N-acetilcisteina

1 a 1/2 Normexia+M-acetilcisteina
1 21 Normoxia+N-acetilcisteina

1 a0 Normoxia+M-acetilcisteina

1 a5 Normoxia+N-acetilcisteina

1 a 3 Normoxia

1 a1 Normoxia

2,605733
2,481604
2,480684
2,132537
2,100403
2,008409
2,007489
1,915820
1,806844
1,792006
1,777910
1,728776
1,712740
682715
681795
656417
627207
,508537
,526656
46074
A42625
A35443
,336320
,318901
304714
301513
269412
255581
239545
212192
211272
183222
,170200
144938
125241
116931
1,079077
1,053461
1,046161
1,045241
1,020810
1,019890
1,00719%
0,993207
0,087599
0,979020
0,062248
0,954948
0,954028
0,049316
0,020887
0,913851
0,802993
0,883068
0,882148
0,876957

0,796217

Error estandar

Diferencia de la diferencia

0,4545463
0,4545463
0,4545463
0,4545463
0,4545463
0,4545463
0,4545463
0,1782877
0,4545463
0,2653006
0,2653006
0,2653006
0,1782877
0,4545463
0,4545463
0,2653006
0,4545463
0,4545463
0,2653006
0,4545463
0,1782877
0,2653006
0,4545463
0,2653006
0,2653006
0,4545463
0,1782877
0,2653006
0,1782877
0,4545463
0,4545463
0,2653006
0,4951871
0,6176068
0,4545463
0,1782877
0,4951871
0,2653006
0,4951871
0,4951871
0,6176068
0,6176068
0,6176068
0,2653006
0,4545463
0,2653006
0,2653006
0,4951871
0,4951871
0,4951871
0,2653006
0,1782877
0,4545463
0,6176068
0,6176068
0,4951871
0,2653006
0,4545463
0,4951871
0,4951871
0,4951871
0,4951871
0,4545463
0,1782877
0,1782877
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Limite de

Limite de

control inferior control superior

1,43101
1,30688
1,30506
0,95781
0,92568
0,83368
0,83276
1,45506
0,63212
1,10646
1,00227
1,04314

3780458 -
3,656330 <
3,655410 <
3,307263 <
3,275128 <
3,183135 <
3,182214 <
2,376586 <
2,081569 <
2477737 <
2,463550 <
2414417 <
2,173506 <

285741
2,856521

2,342058 <

2,801933
2,773262

2,212297 -

2,635520

1,003390 -
2,121084 <

2,511046

2,004342 -
1,990355 -

2476239

1,730178 <
1,941222 -«
1,700310 -«

2,386018
2,385007

1,868862 -

2,450047
2,741076
2,300067

1,577696 <

2,358834
1,739101
2,325018
2,324008
2,616048
2,616028
2,603334
1,678848
2,162325
1,664661
1,647889
2,234706
2,233786
2,220073
1,615528

1,374616 <

2,067718
2479206
2,478285
2,156714
1,543168
2,005716
2,107581
2,104845
2,104025
2,003304
1,974373
1,259635
1,256982

Valor p

0,0351*
0,0352*
0,0989
0,0092

0,0490*
0,1533
0,1537
0,0771

10,0680
0,0951
0,0962
0,0965
0,1000
0,071

A

A




1a1/2 Normoxia 1a1/2 Normaoxia+MN-acetilcisteina  0,768864 0,4543463 -0,40586 1,943590 0,0913 i
1a1/2 Normoxia 1 a 1 Mormoxia+N-acetilcistelina 0,767%4 0,4545463 -0,40678 1,942670 0,0917 - :|
1210 Hipoxia 1a1/2 Normoxia+N-acetilcisteina 0752828 04951871 -0,52693 2,032585 01290 | | | [IED |
1a10 Hipoxia 1 a1 Mormoxia+N-acetilcistelina 0,751908 04951871 -0,52785 2031665 0,1293 «\ :|
1 a 3 Normoxia 1a1/2 Hipoxia 0,727767 0,2653006 0,04213 1,413407 00063 | | /\:|
1a 1 Hipoxia 1a1/2 Normoxia+M-acetilcisteina ~ 0,7036095 0,4951871 -0,57606 1,983452 01558 | | ¢ [0 |
1a 1 Hipoxia 1 a 1 Mormoxia+N-acetilcisteina 0,702775 0,4951871 -0,57608 1,082532 0,1564 | | i = |
1 a0 Mormoxia 1 a 0 Mormoxia+MN-acetilcistelina 0,689012 0,4545463 -0,458481 1,864638 0,129 i :l
1 a 5 Hipoxia 12 1/2 Normexia+N-acetilcisteina  0,689508 0,4951871 -0,59025 1,969265 0,1643 I :l i
1 a 5 Hipoxia 1 a 1 Mormoxia+M-acetilcisteina 0,688588 0,4951871 -0,59117 1,968345 0,1649 ol :|
1 a 0 Hipoxia 1 a 3 Mormoxia+M-acetilcisteina 0,664050 0,4951871 -0,61480 1,944717 0,1799 i :|
1 a 3 Mormoxia 12 10 Normoxia+MN-acetilcisteina 0,661905 0,4545463 -0,51282 1,836631 0,1459 ' :l
1 a1 Normoxia 1 2 0 Normoxia 0,646408 0,1782877 0,18564 1,107173 0,0003* =i
1 a 10 Nermoxia+M-acetilcisteina 1 a 3 Normoxia+N-acetilcisteina 0,639608 0,6176068 -0,95653 2,235746 0,3008 :l
1 a 3 Normoxia 1 a 0 Hipoxia 0,636534 0,2653006 -0,04900 1,322195 0,0167* I
1a1/2 Hipoxia 1 a 3 Mormoxia+M-acetilcisteina 0,573747 0,4951871 -0,70601 1,853504 00,2471 1 :|
1 a 0 Mormoxia 1a1/2 Normoxia+MN-acetilcisteina  0,565784 0,4545463 -0,60804 1,740510 0,2137 :|
T a0 Nurmoxia Toa i NUrmoKia-acelicisiemna 0, 30004 0,4 545403 -0,00550 1,735565 ©,2145 :‘
1a 1 Normoxia 1 a 5 Hipoxia 0,522684 0,2653006 -0,16296 1,208325 0,0403* YR
1a 1 Normoxia 1 a 1 Hipoxia 0,508497 0,2653006 -0,17714 1,194138 0,0558 oy
12 3 Mormoxia+=MN-acetilcisteina 1 a 0 Mormoxia+N-acetilcisteina 0,505330 0,6176068 -1,09081 2101468 04136 :|
125 Mormoxia+MN-acetilcisteina 1 a 3 Mormoxia+N-acetilcisteina 0,501866 0,6176068 -1,00427 2008004 04168 I

1 a 0 Hipoxia 1 a 0 Normoxia 0,480377 0,2653006 -0,20526 1,166018 ™~

1 a5 Normoxia 1a 10 Normoxia 0,473195 01782877 0,01243 0,933961 I

1 a 3 Mormoxia 121 Mormoxia 0470523 0,1782877 000976 0,931289 |

1a 1 Normoxia 1210 Hipoxia 0,459364 0,2653006 -0,22628 1,145004 I
12 10 Normoxia+M-acetilcisteina 1 a 0 Normoxia 0,455026 0,4543463 -0,71970 1,629732 :|

1 a 3 Hipoxia 1 a 3 Mormoxia+MN-acetilcisteina 0,443986 0,4951871 -0,83577 1,723743 :|
1a 1 Normoxia 1a 1/2 Normoxia 0,443328 01782877 -0,01744 0,904003 y,
1a1/2 Hipoxia 1 a0 Normoxia 0,359164 0,2653006 -0,296458 1,074805 o
1a1/2 Normoxia 1 a 3 Mormoxia+N-acetilcistelina 0,387662 0,4545463 -0,78706 1,562388 ]
1a 1 Mormoxia 1 a 3 Hipoxia 0,387005 0,2653006 -0,29864 1,072645 ]

1 a 3 Mormoxia+N-acetilcisteina 1 a 1/2 Nermoxia+N-acetilcisteina  0,351202 0,6176068 -1,21494 1,977340 =

1 a 3 Mormoxia+N-acetilcisteina 1 a 1 Mormoxia+N-acetilcisteina 0,380282 0,6176068 -1,21586 1,970420 ]
1a10 Hipoxia 1 a 3 Mormoxia+N-acetilcistelina 0,371626 0,4951871 -0,90813 1,651384 I
1 a0 Hipoxia 1a 5 Hipoxia 0,356653 0,3301247 -0,49652 1,209825 .
1 a0 Hipoxia 1a 1 Hipoxia 0,342466 0,3301247 -0,51071 1,195638 o
1a 10 Normoxia+M-acetilcisteina 1 a 5 Hipoxia 0,331302 0,4951871 -0,94846 1,611060 ]

1 a1 Mormoxia 1 a 5 Mormoxia+M-acetilcisteina 0,329124 0,4545463 -0,84560 1,503850 ]
1a 10 Normoxia 1 a 3 Normoxia 0,325604 0,1782877 -0,13507 0,786450 |

1 a 1 Hipoxia 1 a 3 Mormoxia+M-acetilcisteina 0,322403 0,4951871 -0,95726 1,602250 |

1 a 5 Mormoxia+MN-acetilcistelna 1 2 0 Mormoxia 0,317284 0,4545463 -0,85744 1,492000 ] .
1 a 10 Nermoxia+MN-acetilcisteina 1 a 1 Hipoxia 0,317115 0,4951871 -0,96264 1,596873 | P
1 a 5 Hipoxia 1 a 3 Mormoxia+M-acetilcisteina 0,308306 0,4951871 -0,97145 1,588063 |

1 a 0 Hipoxia 1a10 Hipoxia 0,293333 0,3301247 -0,55984 1,146503 |

1 a 0 Hipoxia 1a 1/2 Normoxia 0,277297 0,2653006 -0,40834 0,962938 o |

1 a 10 Normoxia+N-acetilcisteina 12 10 Hipoxia 0,267982 0,4951871 -1,01178 1,547739 o
1a1/2 Hipoxia 1 a 5 Hipoxia 0,265440 0,3301247 -0,58773 1,118612 o

1 a 3 Hipoxia 1 a 0 Normoxia 0,259403 0,2653006 -0,42624 0,045044 o

1a 1 Normoxia 1a1/2 Hipoxia 0,257244 0,2653006 -0,42840 0,042884 H
12 10 Normoxia+M-acetilcisteina 12 1/2 Normoxia 0,251%46 0,4545463 -0,92278 1,426672 o
1a1/2 Hipoxia 1a 1 Hipoxia 0,251254 0,3301247 -0,60192 1,104425 |

1 a 0 Hipoxia 1 a 3 Hipoxia 0,220074 0,3301247 -0,63220 1,074145 m
1a1/2 Normoxia 1 a 0 Mormoxia 0,203080 01782877 -0,25769 0,663845 H !
1a1/2 Hipoxia 1210 Hipoxia 0,202120 0,3301247 -0,65105 1,055292 ]

1a 10 Nermoxia+N-acetilcisteina 1 a 3 Hipoxia 0,195623 0,4951871 -1,08413 1,475380 0]

1 a5 Normoxia+N-acetilcisteina 12 5 Hipoxia 0,193560 0,4951871 -1,08620 1473317 0]

121 Mormoxia 12 10 Normoxia+M-acetilcisteina 0,191382 0,4545463 -0,98334 1,366108 i
1a10 Hipoxia 1 a0 Normoxia 0187044 0,2653006 -0,49360 0,872685 I

Tabla 11. Andlisis estadistico para las veces de cambio de los niveles de ROS de las células HT-29 remanentes, para
las diferentes relaciones de co-cultivo., figura 12. Prueba t de student, n=3.
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8.5. Publicaciones derivadas.

8.5.1 Ponencia.

Los resultados de este trabajo fueron presentados en un poster en el congreso “Tumour
Microenvironment and Signalling” en el EMBL en Heidelberg, Alemania.

European Molecular Biology Laboratory

EMBL
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attended the
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03 - 06 April 2016,
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Coursgand Co r(:)rcp Office

Meyerhotstr.
D-69 117 Heidelberg, Germany ~
K i =

Heidelberg, 06 April, 2016

www.embl.org

71



UNIVERSIDAT)
INAL

1 DE COLONBIA

SEDEBOGOTA

stress on colon ¢

3

“Maicine Facuty, Uriversidad Nacional de Celormbia, Bogota. Sicchemisty and

Characterization of an in vitro model for the study of glycolytic metabolism and oxidative
ancer cells in co-culture wilIJa'Eaeripheral blood mononuclear cells
= dre. Algjan ¢ , Fabio Castillos 13 Pinzore, Martina Pralog=, Giovanni Alr -, and Ruth Garzone

imanzar.

w4 Rosario

< rifing autor:

. Bogoea, Colombia. Pediarics

d Immunciogy, University of Wiirzburg, Wiirzburg, Garmany.

Background

In the tumoral microenvironment, conditions such as normoxia, hypoxia, and immunoediting exerted by the immune cells
induce a natural selection process. This process favors the adaptation of cancer cells to the changing environment,
enhancing their survival and proliferation. Aithough the changes of immune cells during immunoediing have been widely
studied, it remains unknown how such cells influence the metabolic adaptation of cancer cells. Specifically, it is not clear how
immune cells regulate the glycolytic metabolism and oxidative siress of colon cancer cells and how this regulafion influences

the survival of such cancer cells.

Aims

Study the changes in the glycolytic metabolism and oxidative stress of HT-29 colon cancer cells due to the presence of
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), by developing an in-vitro madel containing these cancer cells in co-culture with
PBMCs, imitating the first and the second steps of immunoediting (immuna i

Immunoediting

and imr

Methodology.
Penica

Feat 3 df

(=2 — W

oven bW

se W

Dyt v Fate

2n

Cocunure
oEN
-

Diflrent Ratios

wraspamcE
0

EEnEE)

Remaining cells
after co-culture

— (1
~Humber of cells which

@caﬂiw Onygen
ined anached to s

~Carboxy-H2DCFD probe, converted into a

)
Species (ROS) level:

Glucose consumption:
~ Fluorescent Probe
2NBDG.

P g
hemocytometry and

when it reacts with ROS.

~ Incubation 50 min in
Normoxia or ia

P 5
that flucrescence

Control: HT-29 mono-culture
(normaxia, ratio 1 to 0).

~ Fluorescent images
acquisitior

~ Image processing
Plugin image J.

ioxidant to
‘was due to ROS

Iate apoptosis and necrosis.
kit Il MAKDSS
~ Flow cytometry (SIGMA-Aldrich).
~Markers: Annexin V,

\ Propidium lodi

~ Lastate concentration
in the culture medium:
Colorometric assay

Western blot: Levels of

PKM2 and HK2.

~Antibodies: HKNl made
in Goat (Santa Cruz

pH Culture medium:
phmeter.

~PKM2 made in rabbit
(PKM2 Cell Signaling
#2198)

Results.

Number of HT-29 cells which
remained attached on the
surface of the culture plate (y-
axis) decreased when fthe
number of PBMCs increased
(x-axis).

Effect is more prominent in

hypoxia  (white) than in

normaxia (gray).

Percemage nomaized 1o Nomowia, rafo 110 0. ==
=3, T-student * p vakie <0,01

@ The viabiity of HT-29 cells

In the early apoptotic stage the number of cells

n=2, T-student, * p value 0,05

The concentration of lactate in the culture
medium (y-axis) slightly increase and kept

=3, Tswdent, * p value <0,01

The pH of the culture medium (y-axis) gradually
decreased when the number of PBMCs increased (x-
axis),

(y-axis)
decreased when the number of PBMCs ?éxisxiﬁﬁyiivzﬁxgiﬁégeé?%and Earxf)air; toh;msamed Imsm'srlajt:)?i;sﬁ For the 1 to 10 ratio in hypoxic conditions, the pH
increased (x-axis) (Fig. 2a) : ) A= decreased almost one unit compared to 1 to 0 ratio
b 28]
29 v el ] —
o -t s
: §: @ @ The levels of the protein PKM2 were invariable
gn g,,_ in the different ratios of co-culture, in both
i ] T o] 1= Normoxia and Hypoxia.
£ £a
m i The levels of the protein HK2 decreased only
Bl wi inthe 1 to 10 ratio in Normoxia.
o a
e . cacmme
Comure o s, cus
Glucose uptake increased inthe 1t0 0, 1 N S e s 152
The number of HT-29 cells (y-axis) in the late The number of HT-29 cells (y-axis) in necrosis fo U2 and 1 to 1 ratios followed by a
apoptotic stage increased when the number of slightly increased for the ratios 110 3, 1to 5 decreased in the 1 to 3, 1to 5 and 1 to 10 A ——————————— V1.
2q PBMCs increased (x-axis) (Fig. 2c). 20 and 1 to 10 (Fig. 2d). ratios (Fig.6b).
M ——————
s B wan
s hormria 6b) e oot
# st —_———
Z i —r—— 20 conses
H s = oo iyt 11 s vos i o
H H = —— — — —
H g e G e ———— e 1
H 13 P S Fl
i LI !"Il 1 —————
SRR
H H
. i [ i
i . . .
i l 1 Discussion and Conclusion.
n=4, T-student, * p vaiue <001 2 oo
H ~ This co-cuiture model reflects the action of the
@ e ROS (y-axis) increased during E ool ype immune cells during the first and second step of
4 S— SNmEmI MR normoxia when the  number of § wes | the immunoediting. It was deducted from the
{ 28 v - PBMCs increased (x-axis). g == | strong reduction of attached and viable cells, and
§ s 2 the increase of late apoptotic and necrotic cells.
] "t W In hypoxic conditions, ROS (y-axis) 2
EE“ . keptinvariable in the different ratios = ~ The co-culture showed a change in the
| " . (x-axis). | oxidative stress of HT-28 cells in normoxia.
8., T However, the fact that it was not appreciated a
n \ m The use of N-acetylcisteyne, In | D change in hypoxic condition could be associated
3‘,,, ] | Normoxia, reduced the levels of o with the low availability of oxygen to produce
| ROS (y-axis) in the different ratios ook s — 4 N . L ROS.
N i E i (x-8XIS). [ . . .
MM 100 Be0S  Bel G 1w lelo ~ The increase in the lactate production and
Fold change relative to HT-29 in Normoxia (1 to 0 ratic). n=3, T-siudent. * p value <0.01 n=3, *p value <0.01, Wilcoxon test. glucose uptake in the ratios 1to 1/2 and 1to 1,
s nammasen could be associated with a Warburg effect for
Bibliography g e e Acknowledgment these ratios

-Dunn, G P, DU, L. 1 & SchEer, A 2. The inies 55 of Cancer mmuncedng.

mume and color

Gazoe , (i,
“Djadet, L £ Bacrier, . Moulaiorz aMctngthe Immune dalogue Setesn human

i cancer celis. Works . Gastainiect Sncat £, 12633 (3024,

Eharmacothe: 62, 708711

A Fev. Immunl, 22, 328350 (2004

- Schrebes, & . O, L 1 £ Smylh, M. 1. Cancer Inmungedit: iegrming - 5575 . & Dlaicitl M. Role of = equllriu betmocn colon cancer and
1, 18651570 <

2o, 2m10)

~lamer, . Cyiakess, nammadon and cokn cancer, Car. Cancer Erug Tages |

11,3518 201,
UNIVERSITAT
WURZBURG

BSCU

mgiegenezz n cokn cancer.

T ctat Wt sigasiing drects

2 metnzotc program of grcalysc and
Eueo 33, 1ase7a e

KQREIERGIAS

~To the Distrital Blood Bank by the supply of blood.

~ To the Cord Blood Bank by providing the Flow

cytometer.

~ To Diana Tovar, Andrés Quintero and Yenith Cuellar for

the constant help in the data analysis.

~ To Colciencias and s young researchers program,

and the Universidad del Rosaria for financial support.

~ The reduction of the pH, the low glucose
uptake, the low increase in the concentration of
lactate for the ratios 1t0 3, 110 5 and 1 fo 10

and a small reduction in the levels of HK2 in the
1 to 10 rafio, suggest that cells work more in the
inverse Warburg effect for these ratios.

8.5.2. Articulo en revision.
Este trabajo esta en revision previa para ser sometido a alguna de las siguientes revistas: PLOS ONE,
Seminars in Cancer Biology o en Cancer Letters.
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