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Abstract

A common characteristic of most solid tumours are regions of hypoxia, which have been shown
to promote tumour progression by triggering angiogenesis, assisting metastasis and increasing
resistance to therapy. There are several studies related to the role of physiological hypoxia in
the sensitivity to chemotherapeutic agents, but very few studies have been done with models
using mimetic agents of hypoxia. The purpose of this study was to evaluate the effect of cobalt
chloride (CoCl,) as a hypoxia- mimetic model to study sensibility of the human cervical cancer
cell line Hela, to the chemotherapeutic agent 5-fluorouracil (5-FU). Cell cultures were treated
with 5-FU in the presence or absence of CoCl,. Hela cells were shown to be more sensitive to
treatment with 5-FU in the presence of CoCl,, showing highest levels of the apoptotic death
markers, caspases 3 and 7, when treated with the CoCl, and 5-FU simultaneously. Therefore,
this study suggests that CoCl; is an effective hypoxia-mimetic agent, and cells treated with 5-FU

and CoCl, die by apoptosis, behaving in the same way as they do under physiological hypoxia.

Resumen

Una caracteristica comun de la mayoria de los tumores sélidos son las regiones de hipoxia, las
cuales han demostrado promover la progresion tumoral desencadenando angiogénesis,
colaborando en la metastasis y aumentando la resistencia a la terapia. Hay diversos estudios
acerca del papel de la hipoxia fisioldgica en la sensibilidad a agentes quimioterapéuticos, pero
son pocos los estudios realizados en modelos de hipoxia mimética. El propdsito de este estudio
fue evaluar el efecto del agente mimético de hipoxia, cloruro de cobalto (CoCl,), en la
sensibilidad de la linea celular humana de cancer cervical Hela, al agente quimioterapéutico 5-
fluorouracilo (5-FU). Los cultivos celulares fueron tratados con 5-FU en presencia y ausencia de
CoCl,. Las células HeLa mostraron ser mas sensibles al tratamiento con 5-FU en presencia de
CoCly, encontrandose niveles mas altos de marcadores apoptdticos, caspasas 3 y 7, en el
tratamiento conjunto que cuando se trataron con CoCl, y 5-FU por separado. Por lo tanto, este
estudio sugiere que el CoCl, es un agente mimético de hipoxia efectivo, y las células tratadas
con CoCl, y 5-FU mueren por apoptosis, comportandose de la misma manera que lo hacen en

condiciones de hipoxia fisioldgica.
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Resumo

Unha caracteristica comin na maioria dos tumores sélidos é a presenza de rexiéns hipdxicas,
gue promoven a progresion do tumor, a anxioxénese, metastases e aumentan a resistencia as
terapias. Hai varios estudos sobre o papel fisioldxico da hipoxia na sensibilidade aos axentes
guimioterapéuticos, mais poucos empregando modelos miméticos da hipoxia. O obxetivo deste
estudo foi avaliar o efecto do mimetico da hipoxia, cloruro de cobalto (CoCl;) na sensibilidade
da lifia celular humana do cancro cervical Hela, o axente quimioterapéutico 5-fluorouracilo (5-
FU). Os cultivos celulares foron tratados con 5-FU na presenza e ausencia de CoCl,. As células
Hela mostraronse mais sensibles ao tratamento con 5-FU, en presenza de CoCl,, que mostra os
niveis mais elevados de marcadores de apoptose, as caspases 3 e 7, que cando foron tratadas
co CoCl; e 5-FU ailladamente. Polo tanto, este estudo suxire que o CoCl; é un axente mimético
de hipoxia eficaz, e cando tratouse con CoCl, e 5-FU as células morreron por apoptose,

semellante o que sucede nas condicidns de hipoxia fisioldxicas.
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1. Introduccion

1.1 Hipoxia en los tumores

Son muchos y variables los microambientes en los que se puede encontrar un tumor, sin

embargo, la mayoria de ellos se enfrentan a condiciones de hipoxia.

Hipoxia es la condicién en la que las células o tejidos no reciben suficiente nivel de oxigeno para
igualar su consumo. Comprender los mecanismos que la hipoxia genera despierta un gran
interés ya que nos ayudaria a entender mejor la evolucién tumoral y desarrollar tratamientos

mas efectivos.

El foco principal de la investigacion de hipoxia durante la mayor parte del siglo 20 fue su papel
en las respuestas al tratamiento del cdncer. Ya en 1909, se observd que las células normales de
mamiferos irradiadas bajo condiciones de hipoxia eran menos sensibles a la radiacion que las
irradiadas en presencia de oxigeno (Schwarz, 1909). También se ha demostrado que la hipoxia
puede disminuir la eficacia de ciertos farmacos citotéxicos como el carboplatino, la carmustina
y el melfalan (Teicher et al., 1990, Littlewood, 2001). Ademds de inhibir la eficacia del
tratamiento, se ha demostrado que la hipoxia puede incrementar la progresidon maligna (Wang

et al., 2014; De Oliveira et al., 2015).
1.1.1. Causas que producen hipoxia

Existen tres causas principales de hipoxia dentro de un tumor (Vaupel et al., 2001; Hockel et al.,

2001a).

1. Hipoxia relacionada con la perfusién — Esta causada por un nivel insuficiente de sangre
en la vascularizacion. Los tumores suelen presentar frecuentes anormalidades de la
estructura de la micro-vascularizacidon que los rodea, debido a la pérdida de regulacién
normal dentro de la masa tumoral. Estas pueden incluir dilataciones irregulares de los
vasos, una red vascular desorganizada y un revestimiento endotelial imperfecto. Este
tipo de causa se relaciona con hipoxia isquémica que puede ser intermitente.

2. Hipoxia relacionada con la difusidn - Causada por un aumento en la distancia entre las
células tumorales y los vasos sanguineos. A medida que proliferan las células tumorales,
el tumor puede aumentar de tamafio a una velocidad mas rapida que la angiogénesis.
Esto hace que determinadas areas del tumor estén demasiado lejos de un vaso

sanguineo (> 70 um) y no puedan recibir un volumen suficiente de oxigeno.
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3. Hipoxia anémica — Se produce cuando la capacidad de transporte de oxigeno de la
sangre se ve afectada debido a la anemia asociada al tumor o a la terapia. Una condicion
similar se puede observar en pacientes que son fumadores crénicos. Fumar provoca que
la hemoglobina se una al mondxido de carbono en lugar del oxigeno, disminuyendo asi

los niveles de oxigeno en la sangre, causando hipoxia similar a la anemia.

La hipoxia aparece de manera temprana dentro de los tumores en desarrollo. Cualquier tumor
que alcance un diametro por encima de 1 mm sin que se forme un nuevo suministro sanguineo,
comienza a hacerse hipdxico (Folkman, 1990, Folkman et al 1992, Helminger et al, 1997). Es
curioso que, aunque los tumores inician procesos angiogénicos y la formacién de nuevos vasos

sanguineos, la demanda de oxigeno que tienen normalmente excede el suministro que les llega.
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Figura 1. Caracteristicas de la hipoxia dentro de un tumor. Los capilares llevan oxigeno a los tejidos, pero
como el oxigeno tiene un limite de difusidn, su concentracién disminuye a medida que aumenta la
distancia desde los capilares. Esto da como resultado regiones hipdxicas y necroéticas de las células que
estan mas alejadas de los capilares y encontraremos las células en expansion cerca de los capilares donde
la oferta de oxigeno es mayor. Este gradiente de viabilidad celular es paralelo a un gradiente decreciente
de oxigeno, que se acompafia de un aumento en los niveles de HIF-1a (subunidad alfa del factor 1
inducible por hipoxia), una disminucién del pH extracelular y un aumento de la resistencia a radioterapia
y quimioterapia (Figura modificada de: Brahimi-Horn et al., 2007).

1.1.2. Deteccion y seializacion de la hipoxia

El oxigeno es necesario en muchos procesos metabdlicos y para la produccion de ATP en las
células. Se han propuesto diversos mecanismos que funcionan en la célula para detectar los
niveles de oxigeno en las células, tales como los niveles de expresion de proteinas, las enzimas
prolil hidroxilasa (PHD) que requieren oxigeno para su actividad, y la propia cadena de

transporte de electrones (Brahimi-Horn et al.2007; Prabhakar et al., 2015).
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1.1.2.1 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

En hipoxia, las mitocondrias liberan especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden controlar
las respuestas postraduccionales y transcripcionales (Schumacker, 2003). La cadena de
transporte de electrones dentro de las mitocondrias estd controlada por el complejo Il y el
complejo lll que son centros redox unidos a proteinas. Las ROS se liberan del complejo Il (una
Coenzima Q-citocromo ¢ reductasa). En el mecanismo normal de transporte de electrones
dentro de las mitocondrias, el ubiquinol se forma a partir de ubiquinona que genera un radical
libre. Este radical libre puede entonces formar un superéxido donando su electrén
desemparejado a una molécula de O,. El superdxido formado se convierte en perdxido de
hidrégeno que desencadena las vias de seiializacién que conducen a la activacién del Factor
Inducible de Hipoxia (HIF). Sin embargo, en hipoxia la generacién de ROS de este sitio se
incrementa, posiblemente por el aumento de la vida de la ubisemiquinona en el complejo I

(Smith et al., 2017) desencadenando otras vias de sefializacién.
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Figura 2. Cadena transportadora de electrones mitocondrial generando ROS. La cadena transportadora
de electrones mitocondrial puede generar superdxido en los complejos I, Il (en la matriz mitocondrial) y
Il (en la matriz y el espacio intermembrana). Se propone que el complejo Ill como parte del mecanismo
de deteccién de oxigeno. La hipoxia lleva al complejo Il a liberar superdxido en el citosol donde se
convierte en H20:. Esto desemboca en la activacidn de HIF. (Figura modificada de: Klimova et al., 2008).
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1.1.2.2 Sintesis de proteinas

Se ha demostrado que la hipoxia es capaz de inhibir la sintesis de proteinas con el fin de
conservar la energia (Heacock et al., 1990). La diana de rapamicina en células de mamifero o
mMTOR es una serin-treonin proteina-quinasa que regula positivamente la fosforilaciéon de la
quinasa ribosomal p70 S6 (S6K1) y el factor de iniciacidon eucariético elF4E unido a la proteina 1
(4E-BP1). mTOR puede formar dos complejos de sefializaciéon llamados mTORC1 y mTORC2. El
complejo mTOR1 coordina el crecimiento celular y el metabolismo, actuando como un punto de

restriccion bajo condiciones de estrés tales como hipoxia.

La inhibicion de mTOR por rapamicina da lugar a la hipofosforilacion de 4E-BP1 que de esta
forma se une fuertemente a elF4E evitando la asociacidén de elF4E con elF4G y la formacidn del
complejo de iniciacidn elF4F, inhibiendo con ello la traduccion dependiente de la caperuza de
mMRNA (Hay et al. 2004). La hipoxia induce hipofosforilacion de mTOR1 y sus efectores, siendo
esta reacciéon comparable a la que experimenta una célula tratada con rapamicina. Por lo tanto,
a niveles bajos de oxigeno, mTOR puede inhibir la expresién de proteinas. Sin embargo, las
sefiales por las cuales la hipoxia suprime mTORC1 sélo se comprenden parcialmente, y se
desconoce un enlace directo entre el estrés fisiolégico impulsado por hipoxia y la regulacién de

la sefalizacion de mTORC1 (Cam et al., 2010).

Ademas de la inhibicién de mTOR, la hipoxia puede desencadenar la activacién de PERK
(pancreatic endoplasmic reticulum kinase), asi como la fosforilacién en la subunidad a del factor
de iniciacion de la traduccién elF2a (Koumenis et al., 2002; Mujcic et al.,, 2013).
Paraddjicamente, la fosforilacion de elF2a también da como resultado una traduccién selectiva
del factor activador de la transcripcion 4 (ATF4). ATF4 controla la expresion de una amplia gama
de genes adaptativos que permiten a las células soportar periodos de estrés, como es el caso de
la hipoxia. Sin embargo, en condiciones de estrés persistente, ATF4 promueve la induccion de la

apoptosis (Wortel et al., 2017).
1.1.2.3 Enzimas prolil hidroxilasa (PHD)

Los factores inducibles de hipoxia (HIFs) son factores de transcripcion que responden a
disminuciones en los niveles de oxigeno celular. HIF-1 se compone de dos subunidades: HIF-a es
una subunidad sensible al oxigeno que se estabiliza en condiciones hipdxicas y HIF-B que se
expresa constitutivamente (Wang et al.,, 1995; Yang et al., 2014). HIF se regula mediante
hidroxilacion dependiente de oxigeno en aminodcidos especificos asparragina y prolina dentro
de las diferentes subunidades. Se ha demostrado que hay al menos tres enzimas prolil-

hidroxilasas (PHDs) que hidroxilan HIF en residuos de prolina especificos - PHD-1, PHD-2 y PHD-
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3 (Berra et al., 2003; Miikkulainen et al., 2017). Bajo niveles normales de oxigeno la subunidad
HIF-1a es hidroxilada en estos residuos de prolina promoviendo su unién a la proteina supresora
tumoral von Hippel-Lindau (pVHL) que marca al HIF1-a para su degradacidn proteolitica. Sin
embargo, en condiciones hipdxicas, las PHDs ya no pueden hidroxilar HIF1-a, por lo tanto, no se

une a pVHL y no se degrada (Giaccia et al, 2004).
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Figura 3. Mecanismos de regulacion de HIF-1a. Bajo condiciones aerobias, HIF-1a es hidroxilado en la
prolina 402 y 564. Las hidroxilaciones de prolina son necesarias para que se produzca la unién a VHL y HIF-
la sea degradado tras ubiquitinacidn por el proteasoma. La asparragina hidroxilasa evita la unién a p300
/ CBP dando como resultado la translocacion de HIF-1a al nucleo donde actia como factor de
transcripcion para mas de 30 genes que contienen elementos de respuesta a hipoxia (HREs) tales como el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Figura modificada de: Giaccia et al., 2004).

1.1.3 Efectos de la hipoxia

La hipoxia puede tener dos efectos diferentes en una célula cancerosa. Puede actuar como un
factor de estrés, actuando sobre la célula para inhibir el crecimiento, haciendo que la célula
muera por apoptosis o necrosis. Alternativamente, la hipoxia puede desencadenar progresiéon
maligna, asi como disminuir la eficacia de ciertos farmacos quimioterapéuticos y aumentar la
resistencia a radioterapia (Burroughs et al.,, 2013). Estos efectos contrapuestos se deben
principalmente a los cambios gendmicos y protedmicos inducidos por la hipoxia dentro de las

células.

Se sabe que las mutaciones en oncogenes y en genes supresores de tumores juegan un papel
clave en la agresividad de un tumor. Se ha demostrado que la hipoxia (pO2 < 0,7 mm Hg)
disminuye la estabilidad gendmica, haciendo mas facil la aparicion de mutaciones. La hipoxia
influye ademas mediante la seleccion clonal, ya que las células tumorales que tienen mutaciones

adecuadas a condiciones hipdxicas, tales como una via apoptdtica errénea o menor probabilidad

7



Sandra M Catalan Jiménez MBMCG

de detencion del ciclo celular, pueden sobrevivir mejor y proliferar en estas condiciones (Hockel

et al., 2001b).

El factor inducible de hipoxia alfa (HIF-1a), regula mds de 30 genes diferentes, incluyendo
aquellos relacionados con eritropoyesis, angiogénesis, control del pH y metastasis (Semenza,
2007; Han et al., 2017). Algunos de los genes clave regulados son p21 y p27 que inhiben las
kinasas dependientes de ciclina que causan la detencidn del ciclo celular en el punto de control

G1/S (Goda et al, 2003 Koshiji et al., 2004; Hubbi et al., 2013).

La hipoxia también puede conducir a la apoptosis para prevenir la acumulaciéon de mutaciones
basadas en la inestabilidad del ADN inducida por la propia hipoxia. (Koumenis et al, 2001, Liu et
al, 2007). La apoptosis es una forma de muerte celular programada que da como resultado la
fragmentacion del ADN, invaginacién y fragmentaciéon de la membrana celular y nuclear, y
formacidén de cuerpos apoptdticos. A diferencia de la necrosis, el proceso depende del ATP y
estd regulado por una cascada de proteinas, las caspasas. Las caspasas se encuentran
normalmente en formas pro-zimégeno y se activan por proteolisis. Existe un alto nivel de
regulacién para controlar si una célula se convierte en apoptdtica, con un equilibrio entre
reguladores positivos tales como Bax, Bak y Bad y reguladores negativos tales como Bcl-2. Un
regulador importante es p53 que se estabiliza después del dafio del ADN; p53 induce Bax y Bak
qgue a su vez controlan la liberacién del citocromo ¢ de las mitocondrias que desencadena la
activacion de la cascada de caspasas. El citocromo ¢ se une al factor activador de la proteasa
apoptética (Apaf-1) que activa la caspasa 9, que a su vez escinde las caspasas 6 y 3, dando como

resultado final la muerte celular apoptética intrinseca (Greijer et al., 2004).

La hipoxia es capaz de desencadenar la apoptosis debido a que la falta de oxigeno inhibe el
transporte de protones mitocondrial y produce una disminucién en el potencial de membrana.
Esto activa a Bax y Bak de modo que el citocromo c se libera y la cascada de caspasas se activa.
Como se ha mencionado anteriormente, también hay un aumento paraddjico en los niveles de
ROS (Schumacker, 2003; Desireddi et al., 2010) provocando que la caspasa 9 sea escindida

directamente por las caspasas 12 y 3 sin la participacion del citocromo c.

HIF-1 a también estd involucrado en la apoptosis inducida por hipoxia mediante dos
mecanismos mediados por p53 y BNIP3. Se sugiere que HIF-1a estabiliza el gen supresor tumoral
p53 uniéndose a él, y por lo tanto inhibiendo a Mdm2, una ubiquitina ligasa que habitualmente

marca a p53 para su degradacion proteolitica (Chen et al., 2003).
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Figura 4. Vias de senalizacion de hipoxia y apoptosis. Representacién esquematica de las vias de
sefializacion inducidas por hipoxia que conducen a apoptosis. Las lineas en negrita indican interacciones
directas, las lineas discontinuas representan interacciones indirectas (Figura modificada de: Greijer et al.,
2004).

En las zonas peri-necrdticas hipdxicas, se sobreexpresa BNIP3 (Bcl-2 19 kilodalton interacting
protein 3) que induce la apoptosis por unién e inhibicién de Bcl-2 y Bcl-xL (Sowter et al., 2001).

El HIF-1a estd implicado en la expresion de BNIP3, actuando como factor de transcripcion.

En contraste con estos datos, también se ha sugerido que la hipoxia puede provocar metastasis
e invasién (Rankin et al., 2016). La hipoxia permite que las células superen el ambiente inhdspito
en el que se encuentran mediante el metabolismo y la regulacién del pH (Brahimi-Horn et al.,

2007; Swietach et al., 2007).

Las células cancerosas también generan ATP mediante fermentacidn (Brahimi-Horn et al., 2007).
Este es un proceso mucho mas simple; sin embargo, no es tan eficiente, resultando en un
numero reducido de moléculas de ATP por molécula de glucosa oxidada. Las células tumorales
son capaces de compensar esta situacion aumentando la cantidad de transportadores de
glucosa, la tasa de glucdlisis y la conversién de glucosa en piruvato. Esto se logra a través de la
regulacion con HIF-1 de dos enzimas clave: la piruvato deshidrogenasa quinasa 1 (PDK1) y la
lactato deshidrogenasa A (LDH-A) (Kim et al, 2006, Fantin et al, 2006). PDK1 inhibe la piruvato
deshidrogenasa encargada de dirigir el piruvato al ciclo del acido tricarboxilico, asociado en la
mitocondria a la fosforilacion oxidativa, y la LDH-A que convierte el piruvato en lactato en la
fermentacién. Por lo tanto, basandose en la regulacién positiva de HIF-1 de LDH-A y PDK1, la
respiracion mitocondrial es reprimida y la glucdlisis anaerobia aumenta. Esto hace que la
respiracion sea menos eficiente, pero permite que la supervivencia de las células cancerosas en

hipoxia sea mayor (Gordan et al., 2007; Semenza et al., 2013).
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La fermentacion implica que las células tienen que superar la acidosis metabdlica producida por
el paso de piruvato a acido lactico que genera una disminucidn del pH extracelular (Swietach et
al.,, 2007). Sin embargo, basandose en la regulacidon positiva de varios transportadores de
membrana, las células cancerosas son capaces de mantener un pH intracelular normal (Alfarouk

et al., 2014; Amith et al., 2015).

Las condiciones de hipoxia pueden iniciar la diseminacién metastasica y la invasién. En estas
circunstancias restrictivas de oxigeno se produce la pérdida de E-cadherina, proteina necesaria
para que se formen las uniones adherentes entre células vecinas. La E-catenina tiene un papel
paraddjico en la progresidn tumoral. Aunque la adquisiciéon de un fenotipo tumoral invasivo se
ha asociado con una pérdida de E-catenina durante el proceso de transicion epidérmica
mesenquimal, hay estudios que muestran que los tumores son bastante heterogéneos y la
pérdida de E-cadherina no siempre se asocia con un mayor comportamiento invasivo. Del mismo
modo el mantenimiento de la expresién de la cadherina-E no es un perjuicio para la invasién y

metastasis (Chu et al., 2013).
1.1.4 Resistencia a farmacos inducida por hipoxia

Un obstaculo importante en el tratamiento del cancer es la resistencia primaria o adquirida a la
quimioterapia. Esta resistencia puede deberse a una amplia variedad de razones
multifactoriales, por ejemplo, células que debido a un metabolismo inadecuado del farmaco lo
expulsan a través de bombas de eflujo (Gatti et al., 2005). Durante décadas se ha observado
como la hipoxia reduce el efecto de varios agentes quimioterapéuticos, asi como la radioterapia
(Gray et al., 1953, Roizin-Towle et al., 1978). La mayoria de los farmacos contra el cancer
funcionan dirigiéndose a células que proliferan rdpidamente, sin embargo, como se mencioné
anteriormente, la hipoxia puede inducir la detencion del ciclo celular, inhibiendo
automaticamente la eficacia de este tratamiento. La mayoria de los nuevos productos
terapéuticos siguen dependiendo de la focalizacién en células proliferantes. La comprensidn de
los mecanismos de resistencia a farmacos inducida por hipoxia es importante en la creacidn de
terapias que superen este efecto y se ha demostrado que HIF estd implicado en este proceso de

resistencia (Lv et al., 2015; Ai et al., 2016; Shan et al., 2016).
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Figura 6. Resistencia a farmacos mediada por HIF-a. Este diagrama muestra los mecanismos implicados
en la resistencia a los farmacos mediada por HIF-a, incluyendo el aumento de bombas de eflujo de
farmacos y la reprogramacién del metabolismo de farmacos, asi como la inhibicién de la apoptosis y la
senescencia. (Figura de: Rohwer et al., 2011).

La estabilizacion hipdxica de HIF-1 es capaz de activar el gen MDR1 (gen de resistencia a
multiples farmacos 1) MDR1 codifica un transportador llamado P-gp (glicoproteina P residente
en la membrana) que actia como una bomba de eflujo de farmaco dependiente de ATP. Por lo
tanto, la P-gp puede reducir el nivel de agentes quimioterapéuticos celulares tales como los

alcaloides de la vinca y el paclitaxel (Gottesman et al., 2002; Chen et al., 2014).

Como se ha mencionado anteriormente HIF-1 es capaz de inducir la apoptosis; sin embargo,
también es capaz de jugar el papel contrario y resistir la apoptosis mediante la estabilizacidn de
NF-k-B (factor nuclear inducido por hipoxia Kapa Beta) que activa los genes anti-apoptéticos.
Como un gran numero de farmacos contra el cancer alcanzan eficacia por dafiar el ADN y

desencadenar la apoptosis, si se inhibe este mecanismo se observa resistencia a los farmacos.

El dafo del ADN es detectado por la via DDR (Respuesta al dafio en el DNA), que se encarga de
asegurar que el genoma permanezca estable y que el ADN mutado o dafiado no sea replicado.
Muchos de los genes implicados en la reparacién del daiio del ADN tienen papeles adicionales
en la tumorigénesis, sobre todo cuando actian como cofactores transcripcionales (Broustas et
al., 2014). Aunque defectos en estos genes estan causalmente conectados a la iniciacion
tumoral, su papel en la progresion es mas controvertido y parece depender del tipo de tumor.
Las vias DDR también son importantes en la reparacion del ADN después del tratamiento
guimioterapéutico. Por lo tanto, si la via estd mutada, es mucho mas probable que la célula no
sobreviva al tratamiento. Hay estudios que muestran la implicacién de HIF-1 en la resistencia a
tratamiento con agentes inductores de rotura de doble cadena mediante la regulacidn negativa

de la topoisomerasa lla, implicada en el proceso de reparacion (Rohwer et al., 2011).
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1.2. Agentes miméticos de hipoxia

La respuesta celular a la hipoxia es principalmente impulsada a través de la activacidn de la via
HIF-1 (Fandrey et al., 2009). En normoxia, el oxigeno regula la subunidad HIF-1a, que se degrada
rapidamente en el proteasoma. La hipoxia inhibe la prolil hidroxilasa (PHD) causando la
estabilizacidn de la subunidad HIF-1a en el citoplasma. Este mecanismo ha permitido desarrollar
una amplia variedad de inhibidores del dominio de la prolil hidroxilasa (PHD), que conducen a
una estabilizacién de HIF-1a. Estos inhibidores, llamados agentes miméticos de hipoxia (HMA),
permiten crear un estrés quimico e hipdxico (Chartard et al.,, 2017) siendo sus resultados
comparables a los obtenidos por reduccion de los niveles de oxigeno atmosférico (An WG et al.,

1998; Hirsila et al., 2005).

Hay varios HMA que estan utilizdndose en investigacion. La dimetiloxalilglicina (DMOG),
desferrioxamina (DFO) y L-mimosina (L-MIM) estabilizan HIF-1a, induciendo asi una respuesta
celular hipdxica que implica al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Fraisl et al.,
2009). Los tres HMA (DMOG, DFO, y L-MIM) inhiben la degradacion de HIF-1a a través de la
inhibicidn de la PHD, pero difieren en los mecanismos involucrados. Mientras que el DMOG imita
el 2-oxoglutarato, un cofactor de PHD, el DFO es un quelante de Fe2+, que es esencial para la
actividad de la PHD (Fraisl et al., 2009). El DFO se usa clinicamente en la terapia de quelacion
con hierro para tratar la sobrecarga de hierro por ejemplo en pacientes talasémicos (Hershko et

al., 2005). El MIM bloquea el sitio activo de la PHD y también los quelatos Fe2+.

Existen otros inhibidores de PHD como la hidralazina, un vasodilatador utilizado para tratar la
hipertension grave, insuficiencia cardiaca congestiva, infarto de miocardio y pre-eclampsia
(Duscher et al., 2015). La hidralazina también muestra una capacidad para inducir de manera
transitoria la sobreexpresiéon de HIF-1 q, inhibiendo la actividad de PHD (Fraisl et al., 2009). Pero
sin duda, uno de los inhibidores de PHD que mejor se conoce y mas se utiliza es el Cloruro de
Cobalto (CoCl,). Este compuesto compite con la actividad de iones bivalentes y suprime la
formacién de hemoglobina oxigenada (Rovetta et al., 2013; Chen et al., 2017). En sistemas de
cultivo celular, el CoCl; inhibe la actividad PHD a través del reemplazo de Fe por Co, haciendo
que esta enzima no pueda marcar a HIF-1la para su degradacién, dando lugar a un estado
intracelular similar a la hipoxia fisiolégica (Yuan et al., 2003; Cervellati et al., 2014). Por ello, las
células tratadas con CoCl; se usan a menudo como controles en experimentos in vitro de

sefializacion de hipoxia (Gray 2005).
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1.3. 5-Fluorouracilo (5-FU)

5-FU es un andlogo de uracilo con el hidrégeno C-5 reemplazado por un dtomo de flior. 5-FU
tiene dos rutas diferentes de citotoxidad, la primera basada en la incorporacién de
fluronucledtidos en lugar de uracilo normal en ARN y ADN, y la segunda es la inhibicién de la

timidilato sintasa que sintetiza nucledtidos.
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Figura 7. Metabolismo del 5-Fluorouracilo (5-FU). El 5-Floururacilo (5-FU) se convierte en fluoridina
trifosfato (FUTP), trifosfato de fluordeoxiuridina (FAUTP) y monofosfato de fluordeoxiuridina (FAUMP)
que, a través de un metabolismo adicional, son capaces de causar dafio en el ARN y ADN al incorporar una
base errénea en la secuencia. Sin embargo, el 80% del 5-FU administrado se descompone por la
dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD) en el higado. (Figura modificada de Longley et al., 2003).

El 5-FU se ha utilizado como tratamiento quimioterapeutico durante mas de 40 afos tras
observarse que en hepatomas de rata, las células cancerosas usaban uracilo mas rapidamente
que los tejidos normales, haciendo de la sintesis de uracilo una diana para el tratamiento
farmacoldgico (Rutman et al, 1954). Ahora se utiliza en una amplia variedad de canceres como
el de pecho, tracto digestivo, cabeza, cuello, y predominantemente en la mayoria de los

canceres colorrectales (Bracht et al.,, 2010). Los resultados son alentadores, especialmente
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cuando se usan con tratamientos quimioterapéuticos mas recientes, como el oxaliplatino y la
leucovorina y el cetuximab (Fernandez-Plana et al, 2014). Sin embargo, todavia hay problemas
con la resistencia a 5-FU, por lo que las nuevas estrategias y una mejor comprension de los

mecanismos de resistencia siguen siendo necesarios.

5-FU entra en la célula por el mismo mecanismo de transporte facilitado por el que entra el
uracilo (Wohlhueter et al, 1980). Una vez dentro de la célula, se metaboliza en diferentes
moléculas activas: fluorouridina trifosfato (FUTP), fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP) y
fluorodesoxiuridina trifosfato (FAUTP) capaces de inhibir la timidilato sintasa e interrumpir la

sintesis de ARN (Longley et al., 2003).

En la célula, la timidilato sintasa cataliza la reduccidon de desoxiuridina monofosfato (dUMP)
(usando 5,10-metilenotetrahidrofolato (CH2THF) como donador de metilo) a desoxitimidina
monofosfato (dTMP), esto produce el timidilato requerido para la reparacion y replicacion del

ADN.

El 5-FU es capaz de inhibir este proceso mediante la unién de FAUMP al sitio de unién de
nucledtidos de la timidilato sintetasa. Al inhibir la timidilato sintasa también conduce a una
acumulacion de dUMP que se cree que aumenta los niveles de desoxiuridina trifosfato (dUTP).
La dUTP junto con el FdUTP, producido a partir del metabolismo de 5-FU, pueden ser
incorporados incorrectamente al ADN (Aherne et al. Al, 1996). La via normal de reparacion de la
escision no es capaz de reparar correctamente el ADN en presencia de altos niveles de dUTP y
FAUTP, produciendo asi mas dafio al ADN y dando como resultando muerte celular (Weber et

al, 2000).

Ademas de inhibir la timidilato sintetasa, 5-FU es capaz de interrumpir la sintesis de ARN. El
metabolito FUTP de 5-FU, se incorpora erroneamente en el ARN, interrumpiendo su funcién, lo

que puede conducir a la muerte celular (Kufe et al, 1981; Glazer et al, 1982).

Diferentes estudios han analizado los niveles establecidos de hipoxia fisioldgica y los efectos que
tienen, sin embargo, ningun estudio individual ha comparado como las células cancerosas
responden a un agente quimioterapico como el 5-Flourauracilo (5-FU) utilizando agentes
miméticos de hipoxia como el CoCl,, para imitar las condiciones fisioldgicas. Debido a las
diferentes zonas de hipoxia dentro de un tumor, la comprensidon de cémo esto puede influir en
las terapias con farmacos anticancerosos es un paso importante para poder tratar eficazmente

las regiones hipdxicas.
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Objetivos

Existen estudios que confirman que la hipoxia en tumores incrementa la resistencia de las
células cancerosas al tratamiento con radiaciéon y a la quimioterapia. Las subpoblaciones
isquémicas dentro de diferentes tipos tumorales influyen en la respuesta de esas células frente
a agentes quimioterapéuticos, indicando que la administracion y captacién del agente
guimioterapéutico se ve afectada por la hipoxia, ya que algunos de estos agentes requieren

oxigeno para generar radicales libres que contribuyan a la citotoxicidad.

El objetivo principal de este estudio fue evaluar el efecto del cloruro de cobalto (CoCl;) como
agente inductor de hipoxia mimética sobre la sensibilidad de la linea celular humana de cancer

cervical Hela al agente quimioterapéutico 5- fluorouracilo (5-FU).
Los objetivos especificos de este trabajo fueron:

1. Evaluar el efecto del tratamiento con CoCl; en la linea celular Hela para desarrollar un modelo

mimético de hipoxia.
2. Evaluar la dosis-respuesta de 5-FU sobre la viabilidad de la linea celular Hela.
3. Estudiar el efecto de la hipoxia mimética sobre la sensibilidad a 5-FU.

4. Estudiar si la muerte celular apoptética esta implicada en la sensibilidad inducida por CoCl; a

5-FU en células Hela.
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3. Material y métodos

3.1 Linea celular Hela y condiciones de cultivo

Para este estudio se utilizé6 la linea celular de cancer cervical humano Hela obtenida
originalmente de la ATCC (American Type Culture Collection). Los cultivos se mantuvieron en
medio Gibco™ Advanced DMEMF/12 (DMEM) (GIBCO, Invitrogen, Paisley, UK) suplementado
con Suero Fetal Bovino (FBS) al 10% (v/v), Penicilina/Estreptomicina 100ug/ml y L-glutamina a

0,1 mM (10% DMEM) a 37°Cy 5% CO..
3.2 Ensayos de viabilidad celular

Para realizar el recuento celular se utilizé un hemocitometro y Azul de Tripan (Sigma, Dorset,
UK) diluido al 10%. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 5x10*
células/ml en un volumen final de 100 pl de medio, 24 horas antes de ser expuestas a los

tratamientos.

Para el ensayo de dosis respuesta con CoCl,, se utilizaron dos placas por tiempo de exposicidon
al quimico y un total de 7 repeticiones por concentracidon de CoCl, por placa. Se utilizaron 8
concentraciones diferentes de CoCl, (10, 25, 50, 100, 150, 200, 300, 400 uM) y 4 tiempos de
exposicion diferentes (16 h, 24 h, 48 hy 72 h).

Para el ensayo de dosis respuesta con 5-FU, también se utilizaron dos placas por tiempo de
exposicién y un total de 7 repeticiones por concentracién de 5-FU por placa. También se usaron
8 concentraciones diferentes de 5-FU (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 uM) y unos tiempos de
exposicién de 24 h, 48 hy 72 h.

Basandonos en los datos obtenidos en los ensayos de dosis respuesta anteriores, se
seleccionaron las concentraciones y los tiempos de exposicidon que se ajustaban a la DL50 (Dosis
letal media) en ambos compuestos para realizar el siguiente ensayo de viabilidad. Esta vez las
células fueron expuestas a 3 condiciones por placa. La primera condicién fue 200 uM de CoCl;
durante 72 h. La segunda fue 5 uM de 5-FU durante 24 h y la tercera fue la exposicién combinada
de 200 uM de CoCl; durante 72 h y 5 uM de 5-FU durante 24 h. Se realizaron un total de 7

repeticiones por tratamiento y por placa. El experimento se llevo a cabo por triplicado.

En todos los experimentos se utilizé una exposicién a glucosa 10mM e hipoclorito de sodio

(NaClO) al 5% como controles positivo y negativo de crecimiento celular.
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3.2.1 Ensayo de Quimiosensibilidad — MTT

La supervivencia celular tras el tratamiento con las diferentes drogas y tiempos se estimod

utilizando Bromuro de 3-(4,5-dimethyl-2- thiazolyl) - 2,5 - diphenyltetrazol (MTT).

El MTT (Sigma, Dorset, UK) es una sal de tetrazolio de color amarillo y soluble en agua. Cuando
el MTT se reduce, su anillo de tetrazolio se escinde y forma un formazano insoluble de color
purpura. Esta reduccidn se da por accién de enzimas deshidrogenasas, tales como las que se
pueden encontrar en las mitocondrias de células vivas. Utilizando isopropanol, se consigue diluir
el formazano formado y asi medir la absorbancia de su color purpura a 560 nm con un lector de

placas. La absorbancia obtenida es proporcional al nimero de células viables.

Tras las horas de incubacién necesarias en cada experimento, se aspird el volumen total de
medio presente en los pocillos y se sustituyé por 50 pl de MTT a 1 mg/ml disuelto en 1% de
medio DMEM previamente calentado a 37°C. Las placas se incubaron a 37°C durante 30
minutos. Tras el periodo de incubacidn, se retird el medio de los pocillos y se procedié a disolver
los cristales de color purpura formados en el interior de las células viables con 100 ul de
isopropanol por pocillo. Para medir la absorbancia a 560 nm se utilizé el lector de placas

Modulus Microplate (Turner Biosciences, Promega, Southampton, UK).
3.2.3 Ensayo de apoptosis - Caspasa-3/7.

Previamente al inicio del ensayo se sembraron en 2 placas de 96 pocillos aptas para
luminiscencia 5x10* células/ml en un volumen final de 100 pl de medio DMEM por pocillo y se
dejaron crecer a 37°Cy 5% CO,. 24 h después, las células fueron tratadas con 100 pl de 200 uM
de CoCly, 5 uM de 5-FU y la combinacién de ambos. Se incubaron a 37°Cy 5% CO, durante 5 h
y 24 h antes de realizar el ensayo de apoptosis. 4 h antes de realizar el ensayo, se afadio a cada
placa un tratamiento con camptotecina 6 uM en medio DMEM como control de apoptosis. Cada
condicidn se ensayo por triplicado. Para el estudio de activacién de las caspasas se utilizo el kit
ApoTox-Glo™ Triplex Assay (Promega, Southampton, UK.). Siguiendo las instrucciones del
fabricante, se transfirieron 10 ml de Caspase-Glo® 3/7 Buffer a una botella ambar con el
Caspase-Glo® 3/7 Substrate liofilizado. Se mezclé por agitacion hasta que el sustrato quedd
completamente disuelto (unos 20 segundos) obteniendo asi el reactivo Caspase-Glo® 3/7 que
se mantuvo a 4°C hasta el momento de su utilizaciéon cuando se colocé a temperatura ambiente.
Tras las horas de incubacién necesarias se aspiraron 50 ul de medio de cada pocillo y se

afiadieron 50 pl de reactivo Caspase-Glo® 3/7 que da como resultado la lisis celular, seguido por
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la escisién de caspasa del sustrato y la generacién de una sefal luminiscente. La luminiscencia

es proporcional a la cantidad de actividad de caspasa presente.

Las placas se incubaron a 37°C y se tomd la medida de luminiscencia 1h después de anadir el
reactivo Caspase-Glo® 3/7 utilizando el lector de placas GloMax® 96 Microplate Luminometer

(Promega Southampton, UK) a 400 nm (excitacién) y 505 nm (emisidn).

3.3. Toma de imagenes al microscopio

Con el objetivo de completar con datos cualitativos los resultados cuantitativos obtenidos con
los ensayos de viabilidad celular, se procedié a la toma de imdgenes de todos los tratamientos
inmediatamente antes de realizar el ensayo de MTT en el caso de los experimentos de dosis-
respuesta del CoCl,y el 5-FU y durante la incubacién con MTT en el caso del experimento
combinado de los dos quimicos. Se realizaron un total de dos fotografias por tratamiento y la
seleccidn de los campos fotografiados se realizé al azar utilizando el microscopio invertido digital

EVOS® FL system (Thermo Fisher scientific, UK) bajo un objetivo de 20x aumentos.
3.4. SDS-PAGE y Western Blot

Para obtener los extractos celulares, los cultivos expuestos a los diferentes tratamientos
crecidos durante 24 h se lavaron con 1 ml de PBS 1X durante 30 segundos, seguido de la adicion
de 500 ul de buffer Laemli 2X a 100°C. El rascado celular se transfirié a un tubo de 2 ml y se
mantuvo a 4°C hasta su utilizacion. La electroforesis se realizd6 en geles prefabricados de
poliacrilamida al 10% (Mini-PROTEAN®Precast gels, BIO-RAD Laboratories, uk.) e incubacién de
las muestras a 100°C en tampdn de carga durante 5 minutos. Los ensayos se realizaron utilizando
material de electroforesis y fuente de alimentaciéon de BIO-RAD Laboratories (UK).

La electroforesis se realizé a 150V durante 1 hora, tras la cual se realizd una transferencia de gel
a membrana de PVDF durante 1 hora a 100V. Tras la transferencia, la membrana fue bloqueada
en PBST con leche al 3% durante una hora y a continuacién se afadié el anticuerpo primario
Hydroxy-HIF-1ae (Pro564) (D43B5) XP Rabbit mAb (Cell Signaling Technology, UK) a la
concentracién sugerida por el fabricante de 1:1000 en PBS-Tween 1X con leche en polvo al
3%(P/V) y se incubd durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente se realizaron tres lavados de la membrana de 10 minutos cada uno con en TBST
y se afiadié el anticuerpo secundario, Goat-Anti-Rabbit HRP (Horse radish peroxidase) (Sigma,
UK), a la concentracion especificada por el fabricante de 1:4000 en TBST con leche al 5%. Previo

al revelado se realizaron tres lavados de la membrana de 10 minutos cada uno en PBST y se
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reveld utilizando como reactivo de deteccién ECL plus Western Blotting detection system(GE
healthcare, UK) en el equipo de visualizacion Fusion SL (Peg labs, UK). Como proteina de control

de carga enddgena se utilizd actina beta.

3.5. Grdficos y estadisticas

Los gréficos y el analisis estadistico se realizaron utilizando Microsoft Excel 2016 y GraphPad
Prism versién 7 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Se realizd el test de andlisis de
varianza One Way ANOVA junto al test Tukey-Kramer Post-Hoc para determinar las diferencias
estadisticas entre los diferentes tratamientos. Se establecié un nivel alfa de 0,05 como limite de
significacidn en todas las pruebas estadisticas. Los graficos fueron creados a partir de los valores

medios de las medias y SEM (Error Estandar de la Media).
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4. Resultados

4.1. Uso del CoCl: para desarrollar un modelo de hipoxia mimética

Con el fin de obtener el patrén de dosis respuesta que presentan las células Hela frente a CoCl,,
Las células fueron tratadas con 8 concentraciones diferentes de CoCl; (10, 25, 50, 100, 150, 200,

300, 400 uM) durante 4 periodos de tiempo diferentes (16 h, 24 h, 48 hy 72 h) a37°Cy 5% CO..

Tras los tiempos de incubacidn mencionados se realizé el ensayo de MTT. Los resultados se

muestran en la Figura 8.
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Figura 8. % Viabilidad de las células HelLa expuestas al Cloruro de cobalto durante diferentes tiempos
de exposicion. Las células fueron tratadas con 8 concentraciones de CoCl (10, 25, 50, 100, 150, 200, 300,
400 uM) durante 4 periodos de tiempo diferentes (16 h, 24 h, 48 h y 72 h). La viabilidad celular fue
determinada mediante el ensayo de MTT. Los datos estan expresados como porcentajes de las medias
+SEM de un experimento independiente con 7 réplicas por condicién.

Como se muestra en la Figura 8, se observd valores crecientes de citotoxicidad con el aumento
de los tiempos de exposicidn frente a CoCl.. Los valores mas altos de citotoxicidad se registraron
a las 72h de tratamiento, siendo la dosis letal media (LD 50) de 200 uM de CoCls. Los periodos
de exposicion de 24 h y 48 h muestran una DL50 mas elevada. Curiosamente, el menor tiempo

de exposicion de 16 horas a CoCl; no mostro sensibilidad a CoCls.

Los datos cualitativos mostrados en la Figura 9, muestran los cambios celulares macroscépicos

asociados con el aumento de la muerte celular observada con dosis y tiempos de exposicion
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crecientes de CoCl,. Los datos cualitativos se correlacionan bien con los datos cuantitativos del
ensayo de MTT mostrados en la Figura 8. Como se muestra en la Fig. 9, el tipo de muerte celular
observada potencialmente puede deberse a la apoptosis ya que se pueden observar cuerpos

apoptoticos.

Control CoCl, 50 uM CoCl, 200 uM CoCl, 400 uM

Figura 9. Imagenes de las concentraciones mas representativas de CoCl: a los diferentes tiempos de
exposicion. Los campos fotografiados se tomaron al azar utilizando un microscopio invertido y un objetivo
de 20x aumentos. Las flechas de color azul sefialan la presencia de cuerpos apoptoticos.

4.2. Ensayo de dosis-respuesta para el 5-FU

Las células Hela fueron tratadas con 8 concentraciones de 5-FU (10, 25, 50, 100, 150, 200, 300,
400 uM) e incubadas a 37°C y 5% CO; durante 24 h, 48 hy 72 h. Los datos obtenidos del ensayo
de MTT realizado tras los periodos de incubacidn se muestran en la Figura 10. En esta Figura se
muestra que concentraciones muy bajas de 5-FU son capaces de mostrar una citotoxicidad muy
alta en las células a la exposicion mds baja de 24 h. Basandonos en los resultados de MTT que
aparecen en la grafica de la Figura 10, se determind la LD50 para el 5-FU en 5 UM con un periodo

de exposicion de 24 h.
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Figura 10. Viabilidad de las células Hela tras el tratamiento con 5-FU a diferentes tiempos de exposicion.
Las células fueron tratadas con 8 concentraciones de 5-FU (10, 25, 50, 100, 150, 200, 300, 400 uM) durante
4 periodos de tiempo diferentes (16 h, 24 h, 48 h'y 72 h). La viabilidad celular fue determinada mediante
el ensayo de MTT. Los datos estan expresados como porcentajes de las medias +SEM de un experimento
independiente con 7 réplicas por condicion.

La viabilidad celular a las concentraciones mas altas de 25-50 UM mostrd fluctuaciones y tendria
que explorarse mas utilizando ensayos alternativos para la proliferacién celular (por ejemplo, el

ensayo BrdU).

Los datos cualitativos mostrados en la Figura 11, muestran los cambios celulares macroscépicos
asociados con el aumento de la muerte celular observado con dosis y tiempos de exposicidn
crecientes con 5-FU. Los datos cualitativos estdn bien correlacionados con los datos
cuantitativos obtenidos en el ensayo de MTT mostrados en la Figura 10. Sin embargo, los
cambios morfoldgicos macroscépicos son diferentes a los observados con la exposicién a CoCl,,

concretamente una presencia poco clara de cuerpos apoptéticos.
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Control 5-FU 5 uM 5-FU 20 uM 5-FU 50 pM

24h--
48h--

72 h

Figura 11. Imagenes de las concentraciones mas representativas de 5-FU a los diferentes tiempos de
exposicidn. Los campos fotografiados se tomaron al azar utilizando un microscopio invertido y un objetivo

de 20x aumentos. Las flechas de color azul sefialan la presencia de cuerpos apoptdticos

4.3. Efecto de la hipoxia mimética sobre la viabilidad con 5-FU

Como se muestra en la Figura 12, la muerte celular fue cerca del 40% y 10% con los tratamientos
individuales de CoCl, o 5-FU. Sin embargo, la combinacién de ambos resulté en una muerte
celular significativamente aumentada (50%). Esto sugiere que siendo el CoCl, mas citotdxico en

comparacion con el 5-FU, la sensibilidad a 5-FU se incrementé en presencia de CoCl,.

Las imdagenes de la Figura 13, estdn tomadas después de la conversién intracelular del MTT en
cristales de formazano. Como se muestra en la Figura 13, la presencia de cristales fue mas baja
en las células tratadas con la combinacién de CoCl,y 5-FU, en comparacion con los controles sin

tratar o con los tratamientos de 5-FU / CoCl; solos.
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Figura 12. Viabilidad de las células Hela tras el tratamiento con CoClz durante 72 h y 5-FU durante 24 h.
La viabilidad celular fue determinada usando el ensayo de MTT. Los datos son expresados como
porcentajes del control (no exposicidn a quimicos). Los valores son representados como medias + SEM de
tres experimentos independientes, conteniendo cada uno 7 réplicas por condicidon. * Diferencias
estadisticamente significativas P < 0.05 (entre el tratamiento combinado y el tratamiento con CoCl2), **
Diferencias estadisticamente significativas P < 0.001.

Control CoCl; 200 uM 5-FU 5uM

CoCl; 200uM + 5-FU 5 uM Glucosa 10uM 5% NaClO

Figura 13. Imagenes representativas de las células Hela tras el tratamiento con CoCl2 durante 72 h y 5-
FU durante 24 h. Las imagenes fueron tomadas tras la conversidn intracelular del MTT en cristales de
formazano. Los campos fotografiados se tomaron al azar utilizando un microscopio invertido y un objetivo

de 20x aumentos.
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4.4. Ensayo de apoptosis - Caspasa-3/7

Como se muestra en las Figuras 9 y 11, el tipo de muerte celular podria ser debido a la apoptosis
como se deduce por la presencia de cuerpos apoptdticos. Para identificar el mecanismo de
muerte celular, el siguiente experimento examind los niveles de caspasa 3/7 en células Hela

tratadas con hipoxia mimética y 5-FU.

Los experimentos preliminares no mostraron ninglin cambio en los niveles de las caspasas
efectoras después de 24 horas de exposicion a ambos farmacos. Sin embargo, la induccion
apoptadtica es un proceso muy rapido, comenzando a las pocas horas del proceso que se esta
desencadenando (Elmore et at., 2007). Por lo tanto, para evaluar el tiempo de induccidn de
caspasas, el ensayo se llevd a cabo 5 horas después de la co-exposicion a los farmacos (datos
mostrados en la Tabla 1). Como se muestra en la Tabla 1, la iniciacion de la caspasa 3/7 comenzd
a las 5 horas de exposicidn al tratamiento y se redujo a los niveles basales en 24 horas. Como
era de esperar, los ensayos de MTT realizados en el mismo intervalo de tiempo no mostraron
ninguna diferencia significativa. La apoptosis fue determinada por los niveles de Cascasa3y 7.
Los datos se muestran como porcentajes de controles (sin tratamiento) con SEM para los
diferentes tratamientos y tiempos de exposicién para un experimento independiente con 3

réplicas por condicion.

Tabla 1. Niveles de Caspasa 3 y 7 en hipoxia mimética y 5-FU.

5h SEM 24 h SEM
Control 100 1230,756 100 174,0857
5-FU 5pM 103,6887 2575,048 93,11292 501,7165
CoClI2 uM 137,5041 5929,281 80,26211 539,2598
CoCl2 pM + 5-FU 5uM 152,2376 2879,035 14,59252 343,7745
Camptotecina 6 pM 240,6881 19287,69 136,8969 949,7694

26



Sandra M Catalan Jiménez MBMCG

4.5. SDS-PAGE y Western Blot

Se realizd un estudio piloto para determinar si la hipoxia mimética generada con CoCl, también
induce cascadas de sefalizacién celular mediadas por HIF-la. HIF-la es un factor de
transcripcién dependiente de oxigeno que se estabiliza post-traduccionalmente en condiciones
hipdxicas. Como se muestra en la Figura 14, se observo que el nivel de HIF-1a se incrementaba
ligeramente después de una exposicidon de 24 horas a CoCl,, pero no con exposicidon a 5-FU. Se
sabe que HIF-1a se estabiliza muy pronto después de la exposicion a la hipoxia, por lo tanto, los
lisados celulares se obtuvieron después de una exposicion de 24 horas a CoCl, en presencia o
ausencia de 5-FU Esto sugiere que la hipoxia inducida por CoCl; activa una ruta de sefializacién
dependiente de HIF-1a. Sin embargo, los datos deberdn repetirse para confirmar este estudio

piloto.

CoCl2 ooy - - + e
5-FU (51M) - + - +

HIF-1a (120kDa)

— — "*_w B-Actin (42 kDa)

Figura 14. Estabilizacion de HIF-1a con CoCl: en presencia y ausencia de 5-FU. La presencia de HIF-1a fue
determinada por Western Blot. La banda de HIF-1a se detecta a 120KDa. Los resultados pertenecen a un
solo experimento independiente.
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5. Discusion

Una caracteristica comuin a la mayoria de los tumores es que se encuentran en un
microambiente donde la demanda energética es alta y la oferta vascular esta disminuida, lo que
produce la creacién de areas centrales de hipoxia. Estas zonas hipdxicas se consideran un factor
clave del microambiente tumoral ya que favorecen la supervivencia de las células tumoralesy la
resistencia a la quimioterapia y la radioterapia (Toffoli et al., 2008). Estudios experimentales y
clinicos han demostrado que la hipoxia intra-tumoral participa en el proceso de crecimiento
invasivo y metastasis (Chu et al., 2016). Comprender los mecanismos que la hipoxia genera es
de un gran interés ya que nos ayudaria a entender mejor la evoluciéon tumoral y a desarrollar

tratamientos mas efectivos.
5.1 Efecto del agente inductor de hipoxia CoCl en la viabilidad celular

El cloruro de cobalto (CoCl,) se ha utilizado en vivo e in vitro como agente mimético de hipoxia
(Ahn et al., 2007; Ciavarella et al., 2016). Varios trabajos han indicado que tanto el CoCl; como
la hipoxia regulan un grupo similar de genes relacionados con el metabolismo de la glucosa, la
eritropoyesis, el transporte de hierro, el control del tono vascular y la angiogénesis (Ji et al.,
2006; Ke y Costa, 2006; Vengellur et al., 2003). El CoCl, puede imitar las condiciones de hipoxia
a través de cambios transcripcionales de algunos genesincluyendo el factor inducible de hipoxia-
la (HIF-1a) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Yoo et al., 2016). También es
capaz de promover la diferenciacion de las células madre mesenquimales a osteoblastos y
condrocitos (Yoo et al., 2016), inhibir la muerte celular por apoptosis de las células de hepatoma
HepG2 (Bae et al., 2012) e inducir la apoptosis en diferentes tipos celulares (Zou et al., 2002;
Jung y Kim, 2004; Guo et al., 2006) como en células C6 de glioma de rata, macréfagos alveolares
humanos y células neuronales PC12. Sin embargo, la sensibilidad a CoCl, varia entre los

diferentes tipos de células.

En este trabajo hemos utilizado el CoCl, para generar un modelo mimético de hipoxia en la linea
celular de cancer cervical humana Hela. Los resultados del experimento con Bromuro de 3-(4,5-
dimethyl-2- thiazolyl) - 2,5 - diphenyltetrazol (MTT) (Figura 8) prueban que la linea celular Hela
muestra sensibilidad a una exposicion de CoCl, 200uM durante 72h. Las imagenes de
microscopia sugieren que el mecanismo de muerte celular que experimentan es por apoptosis
ya que se observan cuerpos apoptoticos en ellas. Estos datos se relacionan con los datos
bibliograficos nombrados anteriormente ya que, la exposicién a CoCl, a periodos cortos de
tiempo (16 h), ademas de no afectar a la viabilidad celular, parece que facilita la proliferacién ya

que se observa mayor densidad celular en las células tratadas con CoCl, que en el control sin
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tratar habiendo sido expuestos al mismo periodo de tiempo. Esto seria concorde con la
propuesta inhibicidn de la apoptosis previamente comentada (Bae et al., 2012). El ensayo de
MTT tiene sus limitaciones, nos permite sélo observar si una célula es viable o no, pero no nos
da informacion de si una célula es capaz de replicar su DNA. Seria interesante realizar otro tipo
de ensayos en este mismo tiempo de tratamiento, por ejemplo, el ensayo mitogénico de cristal
violeta, citometria de flujo o el ensayo de BrdU (5-bromo-2'-desoxiuridina) para detectar la

sintesis de ADN.
5.2 Efecto de la hipoxia mimética sobre la viabilidad con 5-FU

El 5-FU induce efectos citotdxicos ya que produce dafios en el DNA celular desencadenando
apoptosis (Mhaidat et al., 2014). En diferentes lineas celulares de cancer colorrectal se ha
mostrado que el tratamiento con CoCl; induce una mayor resistencia celular al tratamiento con
5-FU (Tan et al., 2006; Lopez-Sanchez et al.,2014; Yang et al., 2016) pero no hay referencias de

articulos donde se haya estudiado este efecto en células Hela.

Como se muestra en la Figura 12, la muerte celular fue cerca del 40% y 10% con CoCl, y 5-FU por
si solos. La combinacién de ambos resultados en un 50% de muerte celular, lo que sugiere un
simple efecto aditivo de los dos agentes. Los resultados del experimento de caspasas 3y 7
recogidos en la tabla 1. confirman que el mecanismo de muerte celular que experimentan las

células Hela tratadas con la combinacién de CoCl, y 5-FU es la apoptosis.

El HIF-1a es un importante factor de transcripcidn y un regulador clave de las respuestas
adaptativas a la hipoxia, incluyendo la activacion de vias de sefializacidon y genes genes regulados
por ellas, que promueven la supervivencia celular y alteran las caracteristicas bioldgicas de los
tumores (Sharp et al., 2004). En condiciones de normoxia, el HIF-1a es rapidamente degradado
por el proteosoma, pero en condiciones de hipoxia se produce la estabilizacién de HIF-1a

evitando su degradacion.

Los resultados obtenidos en el experimento de Western blot (Figura 14), mostraron un ligero
aumento del nivel de HIF-1a después de una exposicion de 24 horas a CoCl;, pero no con
exposicién a 5-FU. Estos datos indican nuevamente que 24 horas de tratamiento con el agente
mimético de hipoxia CoCl, pueden promover la supervivencia celular. Estos resultados sugieren
gue una via de sefializacion dependiente de HIF-1a, se activa mediada por la hipoxia inducida
por CoCl, como se observa en otras lineas celulares, por ejemplo, la linea celular U251 de
gliobastoma humana (Okail 2010). Sin embargo, los datos del experimento de Western blot son

preliminares, y serd necesario realizar una serie de repeticiones para poder confirmar este dato.
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En vivo, dentro del microambiente tumoral existen dos tipos principales de hipoxia. La hipoxia
crénica, debida a la limitada distancia de difusién de oxigeno y la hipoxia ciclica o intermitente,
gue se debe principalmente a las alteraciones temporales en la perfusidn y variacién del flujo
sanguineo en la microvasculacion (Lee et al, 2014). En este estudio nos hemos centrado en la
generacion de un modelo mimético de hipoxia constante con CoCl; en las células Hela, por lo

gue seria de gran interés para futuros trabajos, disefiar un modelo de hipoxia mimética

intermitente y estudiar el efecto que podria ejercer en la sensibilidad a 5-FU de las células Hela
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6. Conclusiones

1. El tratamiento con cloruro de cobalto (CoCl,) en la linea celular humana de cancer cervical
Hela, ha resultado ser un modelo valido de hipoxia mimética.

2. Este es el primer estudio que muestra que el tratamiento combinado con el agente mimético
de hipoxia CoCl; y el agente quimioterapeutico 5-FU en la linea celular humana de cancer
cervical Hela, produce un efecto aditivo en la muerte celular.

3. Los datos obtenidos sefialan que la muerte celular mediada por el CoCl; se debe a apoptosis,
aunque son necesarios estudios adicionales para confirmar este dato.
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