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Resumen

Resumen

El cancer de colon es el tercer tipo de cancer mds comun en hombres y mujeres. Su
progresion se ha asociado a la induccién del factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1). HIF-1 se activa
en respuesta a bajas presiones de oxigeno y de esta manera promueve la expresion de genes
involucrados en procesos biologicos de adaptacion a hipoxia, como la angiogénesis, invasion,
metastasis, metabolismo anaerdbico, resistencia terapéutica, entre otros.

La terapia fotodinamica (TFD) es una modalidad terapéutica contra el cancer que involucra la
destruccion de células inducida por la luz, las cuales han sido previamente sensibilizadas por la
administracion de un fotosensibilizador (FS). En algunas situaciones, la TFD induce hipoxia como
resultado del dafio vascular y/o del consumo fotoquimico del oxigeno, limitando la eficacia de esta
modalidad al activar vias de supervivencia mediadas por HIF. Por ello, el estudio de la participacion
de HIF en los protocolos de TFD resulta critico para optimizar el éxito de la terapia. Por otra parte, el
microambiente tumoral afecta la expresion génica de las células y las caracteristicas fisioldgicas del
tumor. Por ello, es necesario determinar la influencia del microambiente tumoral sobre la respuesta a
la TFD.

En el presente trabajo, se estandarizaron modelos de cultivos tridimensionales (3D) de células
de carcinoma colorrectal SW480 con el objetivo de imitar microtumores avasculares. La
estabilizacion de HIF-1 suprimié en gran medida la citotoxicidad de la TFD. Por otro lado, la
fotosensibilizacion de los cultivos 3D disminuy6 el nivel de células viables que expresaban HIF,
aunque su actividad transcripcional se vio incrementada. Se identifico por primera vez el rol del eje
TFD — ROS sobre la modulacion de HIF, mostrando que la via ERK1/2 podria también contribuir a
la activacion del factor de transcripcion post-TFD en los microtumores hipoxicos. En relacién al
microambiente tumoral, la poblacion fibroblastica asociada al tumor otorgd ventajas proliferativas y
de resistencia terapéuticas al tumor intervenido con la TFD. El analisis del secretoma tumoral sugiri6
que estos eventos estarian mediados al menos en parte por la via de HIF, cuya significancia biologica
se vio incrementada en presencia de fibroblastos.

Conociendo més sobre el didlogo molecular mediado por HIF establecido entre la célula

tumoral y su entorno, pretendemos intervenirlo utilizando a la TFD como estrategia terapéutica.
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer in men and in women. CRC
progression has been associated with the induction of hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1). HIF-1 is
activated in response to low oxygen pressures and upregulates the expression of genes involved in
adaptation to hypoxia, such as angiogenesis, invasion, metastasis, anaerobic metabolism, therapeutic
resistance, among others.

Photodynamic therapy (PDT) is a cancer treatment modality that light-dependently destroys
tumor cells, which have been previously sensitized by the administration of a photosensitizer (PS).
However, PDT can create hypoxia when oxygen is depleted by photochemical consumption or as a
result of vascular damage, thus activating survival pathways mediated by HIF. Therefore, the
investigation of HIF participation on PDT protocols is critical to optimize the success of this therapy.
Moreover, tumor microenvironment affects gene expression and physiological characteristics of
tumor. It is therefore necessary to determine the influence of the tumor microenvironment on the
response to PDT.

In this work, three-dimensional (3D) cultures of SW480 colorectal carcinoma cells were
developed in order to mimic avascular microtumors. The stabilization of HIF-1 suppressed the
cytotoxicity of PDT. In addition, the photosensitivity of 3D cultures decreased the level of viable
cells expressing HIF, although its transcriptional activity was enhanced. It was identified for first
time the role of the axis PDT—ROS on HIF modulation, showing that the ERK1/2 pathway may also
contribute to the activation of this factor post-PDT. Regarding tumor microenvironment, cancer-
associated fibroblasts provided proliferative advantages and and promoted therapeutic resistance on
photosensitized tumors. Secretome analysis suggested that these events could be mediated, at least in
part, by HIF pathway, whose biological significance was increased in the presence of fibroblasts.

Knowing more about the molecular dialogue established between tumor cells and their

environment, it will allow us to interrupt tumor microenvironment using PDT as therapeutic strategy.
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1. Introduccién

1.1. Cancer

El término “céncer”, también denominado tumor maligno o neoplasia, designa a un amplio
grupo de enfermedades no transmisibles de origen celular. Las células tumorales presentan
capacidades complementarias entre si que les confieren su fenotipo caracteristico y que las
diferencian sustancialmente de las células normales. Dentro de estas capacidades estdn incluidas:
independencia de factores de crecimiento, insensibilidad frente a sefiales inhibidoras de desarrollo,
potencial replicativo ilimitado, inflamacién promovida por el tumor, inestabilidad genémica,
invasion tisular y metdastasis, evasion de apoptosis, angiogénesis, reprogramacion del metabolismo

energético y supresion de la destruccion por el sistema inmune' (Figura 1).

Independencia de Insensibilidad frente
factores de a senales
crecimiento inhibidoras de

desarroilo

Reprogramacion del

metabolismo energético Supresion de ia

destruccién por el
sistema inmune

Evasion de Potencial replicativo
apoptosis ilimitado
Inestabilidad Inflamacién
gendémica promovida por el
tumor

Invasién tisular y

Angiogénesis " .
giog metastasis

Figura 1. Capacidades (“hallmarks”) de las células tumorales.
Imagen adaptada de Hanahan & Weinberg, 2011°.

En la mayoria de los casos, el céncer es una enfermedad multifactorial en la que los factores
genéticos y ambientales interactian para iniciar el proceso de carcinogénesis. Sin embargo, en una

minoria (alrededor del 5%), la enfermedad sigue un patrén de transmisioén familiar, lo que sugiere
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que el cancer es hereditario. La caracterizacion de las alteraciones genéticas que se segregan en estas
familias ha contribuido a definir los eventos moleculares involucrados en la génesis tumoral'.

Como se ha mencionado, €l céncer se caracteriza por un crecimiento y proliferacion
anormales. La proliferacion y la supervivencia de las células normales estan controladas por
“protooncogenes” promotores del crecimiento y por “genes supresores de tumores” inhibidores del
crecimiento. Las lesiones en estos genes, tanto adquiridas de modo somatico como heredadas,
pueden desencadenar la enfermedad®.

Los protooncogenes son genes cuyos productos promueven el crecimiento celular. Una
mutaciéon en ellos puede transformarlos en oncogenes y, consecuentemente, se desencadena una
proliferacion celular anormal. Las mutaciones de los oncogenes, en la mayoria de los casos, son
dominantes y de ganancia de funcidn, es decir, se requiere de “un 1inico alelo” mutado para que el

9,1

oncogen se “active”’. Los protooncogenes codifican para proteinas que normalmente sélo son activas
bajo el estimulo de una sefial regulatoria. Cumplen diversas funciones en la célula como factores de
crecimiento (sis), proteinas involucradas en cascadas de transduccion de sefiales (abl, raf, ras, gsp),
reguladores transcripcionales (jun, fos), principalmente para inducir arrestos en el ciclo celular o
inhibicion de la apoptosis'.

Los genes supresores de tumores se conocen también como anti-oncogenes, dado que
normalmente inhiben la tumorigénesis'. Las mutaciones en estos genes generalmente son de pérdida
de funcion y recesivas; por lo tanto, “ambos alelos” del gen deben estar mutados para codificar un
producto con “actividad reducida o nula”'. Los genes supresores de tumores son importantes para
evaluar la predisposicion heredada al cancer y los acontecimientos tempranos de la génesis tumoral.
La deteccién de mutaciones en estos genes puede utilizarse como diagnéstico pre-sintomatico'. Los
genes supresores de tumores se clasifican segiin su funcion en guardianes (“gatekeepers™) o
cuidadores o de mantenimiento (“caretakers”). “Guardianes” son aquellos genes supresores de
tumores involucrados en la iniciacion, progresion tumoral y metastasis, tales como p53, APC, rb. Los
genes supresores de tumores “cuidadores” incluyen 4TM (ataxia telagiectasia mutada), ATR (ATM y
Rad3 relacionado), BRCAI, BRCA2 y otros genes reparadores de errores. La inactivacion de estos
genes lleva a inestabilidades genéticas que promueven la mutacién de todos los genes, incluyendo

los genes supresores de tumores guardianes'.

1.2. Epidemiologia del cancer
Las enfermedades no transmisibles (ENT) son en la actualidad la principal causa de

mortalidad mundial. De los 57 millones de defunciones que se produjeron en 2008 en todo el mundo,
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36 millones (aproximadamente las dos terceras partes) se debieron a ENT, principalmente
enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes y enfermedades pulmonares cronicas’.

El cancer, como segunda causa de ENT, fue responsable de 7.6 millones de muertes y por
ello se considera una de las enfermedades de mayor importancia en el panorama epidemiologico
mundial. Sus manifestaciones clinicas y alta mortalidad que provoca posicionan al cancer dentro de
los principales problemas de salud publica®.

Un gran porcentaje de ENT son prevenibles y comparten los mismos factores de riesgo. Se
estima que los cinco principales riesgos para la salud estan relacionados con el comportamiento y la
alimentacion: indice alto de masa corporal, bajo consumo de frutas y hortalizas, inactividad fisica,
consumo de tabaco e ingesta excesiva de alcohol®. Estos factores causan el 30% de las muertes por
cancer. Aunque la edad es un factor de riesgo considerable, el consumo de tabaco es el mas
importante: causa 22% de las muertes mundiales por cancer en general y 71% de las muertes por
cancer de pulmén. Los canceres causados por infecciones viricas, como el virus de las hepatitis B
(VHB) y C (VHC) o por el Virus Papiloma Humanos (VPH), son responsables de hasta un 20% de
las muertes por cancer en los paises de ingresos bajos y medios®.

En Argentina, las ENT son responsables de mas del 60% del total de las defunciones que se
producen anualmente en el pais, 20% de las cuales corresponden a tumores. Esto representa
aproximadamente 60.000 muertes por afio, de las cuales mas del 90% se produce en personas
mayores de 44 afios de edad®.

La Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (JARC) indic6 que Argentina se
encuentra dentro del rango de paises con incidencia de cancer media-alta (172.3-242.9 x 100000
habitantes), de acuerdo a las estimaciones realizadas el afio 2012 (Figura 2). Esta estimacion
corresponde a mas de 100.000 casos nuevos de cancer en ambos sexos por aflo, con porcentajes
similares tanto en hombres como en mujeres. Con estos numeros, la IARC ha estimado para
Argentina una incidencia en ambos sexos de 217 casos nuevos por afio cada 100.000 habitantes,
basdndose en datos provenientes de Registros de Céancer de Base Populacional (RCBP) del pais y

otros que pertenecen a paises de la regién’.
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Figura 2. Tasas de incidencia de cdncer en ambos sexos, excluyendo los cdnceres de piel no melanoma por cada 100.000
habitantes.

Estimaciones del afio 2012 de la Agencia Internacional de Investigaciones en Cdncer (IARC). Imagen adaptada de

http://globocan. iarc.fr5 s

En Argentina, la principal causa de muerte en hombres por céncer se debe a cancer de
pulmon, seguido de cancer colorrectal. En mujeres, la mayor mortalidad por cancer se debe al cancer
de mama, mientras que el cancer de pulmoén y el colorrectal le siguen en segundo y tercer lugar de

importancia (Figura 3)*.
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Defuntiones TEM TEM Defunciones

Mama
9.05 2712 Pulmén

8.69 3048 Colon-recto

691 1736  Utero cervix

5,62 1966 Pancreas

4,01 1166 Ovario

3,18 1043 Estdmago

2,62 773 Leucemia

2,29 "7 Vesicula

1.93 513 Sist. Nervioso Central

Pulmén
Colon-recto 3né 15,05
Prastata 3762 13.72

Péncreas 1828 7.45

Estomago 1759 7.40

Eséfago 1293 531

Rifidn y v. urinarias 1150 4,92
Vejiga 1015 3.94

Leucemia 904 KRA

Linfoma no Hadgkin 756 3.23

Figura 3. Defunciones y tasas estandarizadas de mortalidad (TEM) por cdncer cada 100.000 habitantes en hombres y mujeres de
Argentina en 2011.
Estimaciones 2011 del Sistema de Vigilancia Epidemioldgica y Reporte (SIVER)/INC — Ministerio de Salud de la Nacién, en base a

registros de mortalidad de la Direccion de Estadisticas e Informacion de Salud (DEIS). Imagen adaptada de www.msal.gov. arfinc/.

1.3. Cancer colorrectal en Argentina

El céancer colorrectal (CCR) es un tumor maligno que se desarrolla en la ultima porcién del
tubo digestivo, compuesta por el colon y el recto®,

La mortalidad por CCR en la Argentina ha disminuido en los hombres hasta el afio 2002 para
luego comenzar un periodo de ascenso a un ritmo de 0.6% anual. Por el contrario, en las mujeres la
mortalidad por este cancer disminuyd 1% por afio durante todo el periodo analizado (Figura 4)*.
Estas tendencias representan el comportamiento de la mortalidad por este cancer en el total de la
poblacion del pais. De esta forma, aunque en la mayoria de las jurisdicciones se registrd una
mortalidad en aumento por CCR en ambos sexos, el incremento porcentual anual ha sido mayor en la

poblacion masculina que en la femenina (Figura 4).



Introduccion “

20,0
PECA: 0,6°
g 175 PECA: 0.2
L 4
2 . .
S 150 {qm—wrtv—t—t 2 a b ¢ ° = R
8 & L . * ?“v > i v
[=
S 1254
o L——’*_L_.__-_
e i L 4
'§ 10h0 1 = oS v v = '—Ll—s—_‘ig
g ' & * & & . [ Y = < a. % >
T 75
3 PECA:-0,8"
= 50 -
25 4
0,0 T T 1 L]

80 81 B2 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Figura 4: Tendencias de mortalidad especifica por cdncer colorrectal en hombres y mujeres.
Tasas estandarizadas por edad segiin poblacion mundial por 100.000 habitantes en Argentina (periodo 1980-2012)%. Fuente:

SIVER/INC-Ministerio de Salud de la Nacion en base a registros de mortalidad de la DEIS-Argentina, 2014. PECA: Porcentaje

estimado de cambio anual.

1.4. Biologia del CCR

En mas del 80-90% de los casos de CCR se produce primero un polipo (crecimiento anormal
de las células de la pared interna del intestino grueso) denominado adenoma displasico, que puede
crecer lentamente durante mas de 10 afios, y si no se detecta y extirpa a tiempo puede transformarse
en CCR.

Aproximadamente el 20% de los carcinomas colorrectales presentan antecedentes familiares,
mientras que entre el 5-10% corresponden a sintomas hereditarios, principalmente poliposis
adenomatosa familiar (PAF) y cancer colorrectal hereditario no poliposo (HNPCC) o sindrome de
Lynch. El CCR hereditario constituye un modelo valioso para estudiar la patogénesis molecular de la
enfermedad’.

El CCR es el resultado de una acumulacién progresiva de alteraciones genéticas y
epigenéticas de genes que regulan el crecimiento celular y la diferenciacion, desencadenando el
crecimiento incontrolado de colonocitos, las células que recubren el colon y el recto®. Los cambios
genéticos sefialados como responsables del desarrollo de esta enfermedad han sido bien
caracterizados, gracias al avance en las técnicas de biologia molecular. Estas alteraciones en general
son resultado de mutaciones en genes involucrados en la regulacion del crecimiento celular, tales
como los genes supresores de tumores (APC, smad4 y p53) y oncogenes (KRAS, c-myc, c-neu, c-

src)® (Figura 5).
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El desarrollo del CCR va desde hiperplasias benignas a estados de crecimiento altamente
invasivos. Inicialmente, el tumor se localiza en la pared del intestino (fase temprana), con un
crecimiento de tejido lento o hiperplasia a través de algunas o todas sus capas. Las mutaciones y
pérdida de funcién del gen APC constituye uno de los eventos tempranos en el proceso de
carcinogénesos de CCR y ocurre en el 70% de los adenomas colorrectales. El pasaje de adenoma a
carcinoma es promovido por mutaciones de en el oncogen KRAS y en los genes supresores de
tumores SMAD2/4 y TP53 (Figura 5). Estos acontecimientos suelen estar acompafiados por
inestabilidad genémica, con la consecuente pérdida de heterocigocidad, y la inestabilidad de
microsatélites (secuencias cortas y repetidas de ADN). La pérdida de heterocigocidad en el
desarrollo tumoral se da principalmente en los genes supresores de tumores. Por otro lado, la
inestabilidad de microsatélite se caracteriza porque el niimero de repeticiones de éstos resulta
diferente de la célula normal. La causa mas probable de este evento es la consecuencia directa de la
pérdida de capacidad de reparar errores durante la replicacion”'®. Sin embargo, més del 15% de los
CCRs esporadicos se generan a través de vias moleculares diferentes, lo que dificulta su
identificacion y tipificacion®. La metastasis hepatica constituye la fase avanzada de la enfermedad y

la principal causa de muerte por CCR'.

Mutacion Mutacion Pérdida Mutacion
y pérdida y pérdida
APC KRAS SMAD2/4 TPS3
Epitelio normal Adenoma temprano Adenoma intermedio Adenoma tardio Carcinoma Metastasis
— —_—

Figura 5. Etapas del desarrollo de cincer colorrectal.

Imagen adaptada de Rajagopalan y col., 2003"

En el 25% de los pacientes el CCR se presenta con enfermedad metastasica, mientras que
aproximadamente el 50% de los pacientes con este diagndstico en algun momento desarrollara
metastasis”>. Los tumores que presentan alta densidad de vasos sanguineos son los mas probables a
metastatizar. La angiogénesis, definida como la formacidn de nuevos vasos sanguineos a partir de
capilares preexistentes'®, esta asociada con la progresion y metastasis de CCR, afectando la

sobrevida del paciente, y ocasionando la mayoria de las muertes'.
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1.5. Histotipos de CCR y clasificacién

El principal tipo histologico de cancer de intestino grueso es el adenocarcinoma, que
representa el 90-95% de todos los tumores, mientras que los adenocarcinomas mucosos o coloides
representan aproximadamente el 17% de los casos. Estos adenocarcinomas son definidos por la gran
cantidad de mucina extracelular retenida dentro del tumor. Otras variantes menos comunes de
tumores epiteliales son los carcinomas de células escamosas y el carcinoma adenoescamoso. Dentro
de los menos frecuentes, se encuentran los carcinomas indiferenciados, que no contienen estructuras
glandulares o se caracterizan por la falta de secrecién de mucus. En este grupo se localizan los
carcinomas simples, carcinoma medular y el carcinoma trabecular, entre otros®.

Actualmente, no se recomienda el uso de la antigua clasificacion de CCR de Dukes, en la cual
se evalda la penetracion transmural del tumor en la pared del colon'®, o de Astler-Coller Modificada
(MAC), a partir de la cual se definen los estadios A, Bl, B2, C1, C2 y D!®. La estadificacién
patologica del cancer de colon se basa en un sistema dual mas avanzado, preciso y descriptivo
denominado TNM (tumor, nédulos y metastasis)®. El sistema TNM incluye una clasificacion clinica
(cTNM) y otra patoldgica (pTNM) que sirven para diferentes propdsitos. En general, el cTNM es la
base para la eleccion del tratamiento y la pTNM para la evaluacion del prondstico. En la Tabla I se
describen los diferentes parametros utilizados en el sistema TNM, en el cual se identifican la
profundidad de la invasién, el estado de los ganglios linfiticos y la presencia de metastasis a

distancia®.

Tabla I. Descripcion del sistema TNM para la estadificacion de cancer colorrectal.

Tumor primario (T)

TX | El tumor primario no puede ser evaluado

TO | No hay evidencia de tumor

Tis | Carcinoma in situ. Intraepitelial o invasion de la lamina propia

T1 El tumor invade la submucosa 2

T2 | El tumor invade la muscularis propia

T3 El tumor invade a través de la muscular propia a los tejid(’)s pericolorrectales

T4 | El tumor invade directamente o esta adherido a otros 6rganos o estructuras

Nodules linfaticos regionales (N)

NX | Noédulos regionales no pueden ser evaluados

NO | No hay metastasis en nédulos regionales

N1 Metastasis en 1 a 3 nddulos
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N1la | Metastasis en 1 nddulo regional

N1b | Metéstasis en 2-3 nodulos regionales

Nlc | Depésitos tumorales en subserosa, mesenterio o tejidos pericolicos o perirrectales no

peritonizados.

N2 Metastasis en 4 0 mas nodulos

N2a | Metéstasis en 4-6 nodulos regionales

N2b | Metastasis en 7 o mas nddulos regionales

Metastasis distante (M)

MX | No puede evaluarse la presencia de metastasis

M1 | Metastasis a distancia presente

Mila | Metéstasis confinada a un 6rgano o sitio (higado, pulmon, ovario, nédulo no regional)

M1b | Metastasis en mas de 1 6rgano o sitio, o metéstasis peritoneales

Teniendo en cuenta esta clasificacion se pueden distinguir cinco estadios de cancer
colorrectal, que se corresponden con los estadios definidas por la clasificacion de Dukes o MAC

(Tabla ID)°.

Tabla II. Correlacién entre el sistema de clasificacion TNM, la clasificacién de Dukes y MAC

Clasificacion TNM
Dukes | MAC
T N M
Estadio 0 Tis NO MO - -
T1 NO MO A A
Estadio I
T2 NO MO A Bl
Estadio ITA T3 NO MO B B2
Estadio IIB T4a NO MO B B2
Estadio IIC T4b NO MO B B3
T1, T2 | N1, Nlc | MO C Cl1
Estadio II1A
T1 N2a MO C C1
T3, T4a | N1, Nlc | MO C C2
Estadio IIIB | T2, T3 N2a MO C C1,C2
T1, T2 N2b MO C C1
T4a N2a MO C C2
Estadio IIIC
T3, T4a N2b MO C Cc2




T4b Ni1-N2 | M0 C C3
Estadio IVA T N Mla - -
Estadio IVB T N Mlb 2 <

1.6. Terapéuticas actuales para CCR

Hay diferentes tipos de opciones terapéuticas disponibles para los pacientes con CCR.
Algunos tratamientos son estdndares (el tratamiento actualmente en uso) y otros se encuentran en
evaluacion en ensayos clinicos. En general, se aplica uno o mas de un tratamiento estdndar, que
incluye cirugia, quimioterapia, radioterapia o terapia dirigida".

La cirugia es el tratamiento mas comun para todos los estadios de cancer de colon e involucra
la extirpacion del cancer en una operacion. En el caso de los pdlipos malignos, es decir, aquéllos que
invaden la submucosa sin compromiso ganglionar regional aparente, se realiza una polipectomia
(escision quirtrgica del pdlipo) siempre que la estructura del polipo lo permita. Si en la revision
patologica posterior a la polipectomia se observa fragmentacion del pdlipo, presencia de
caracteristicas histologicas desfavorables o los mdrgenes no pueden ser evaluados, se procede a
realizar una colectomia. La colectomia es la cirugia de elecciéon para el cancer de colon no
metastasico, y se realiza acompaiiada de reseccion en bloque de los ganglios linféticos regionales'?.

La quimioterapia es un tratamiento para el cancer en el que se usan medicamentos para
interrumpir el crecimiento de células tumorales, ya sea mediante su destruccion o impidiendo su
multiplicacion. Cuando la quimioterapia se da por via oral, intravenosa o intramuscular, los
medicamentos ingresan en el torrente sanguineo y pueden llegar a las células tumorales de todo el
cuerpo (quimioterapia sistémica). Cuando la quimioterapia se coloca directamente en el liquido
cefalorraquideo, un 6rgano o una cavidad corporal como el abdomen, los medicamentos afectan
principalmente las células tumorales de esas areas (quimioterapia regional). El tratamiento adyuvante
sistémico quimioterapéutico se recomienda en dos ocasiones: a) para los pacientes médicamente
inoperables o que presentan tumores localmente irresecables, con el objetivo de convertir la lesién en
resecable; b) luego de la reseccion del tumor primario, con el objetivo de disminuir el riesgo de
recaida y muerte'’. La forma en que se administra la quimioterapia depende del tipo y el estadio de la
enfermedad. No es recomendable el tratamiento quimioterapéutico en pacientes con estadio I y
resulta controversial en pacientes con estadio II, sin embargo ofrece beneficios en la reduccion de
recurrencia en pacientes con estadio I11'°. Las drogas aprobadas hasta el momento para el tratamiento
de pacientes con CCR son las siguientes: Fluorouracil (Adrucil®, Efudex®, 5-FU®, Fluoroplex®),
Bevacizumab (Avastin®), Irinotecan Hydrochloride | (Camptosar®), Cetuximab (Erbitux®),
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Ramucirumab (Cyramza®), Oxaliplatin (Eloxatin®), Leucovorin Calcium, Trifluridine and Tipiracil
Hydrochloride (Lonsurf®), Panitumumab, Ramucirumab, Regorafenib (Stivarga®), Trifluridine-
Tipiracil Hydrochloride, Panitumumab (Vectibix®), Leucovorin Calcium (Wellcovorin®),
Capecitabine (Xeloda®) y Ziv-Aflibercept (Zaltrap®)'’.

La radioterapia es un tratamiento para el cancer en el que se usan rayos X de alta energia u
otros tipos de radiacién para destruir células tumorales o impedir que crezcan. La forma de
administracion de la radioterapia depende del tipo y del estadio del céncer que se esté tratando,
aunque se ha reportado que la aplicacidon de este tratamiento previo a la cirugia ofrece mejores
resultados en comparacién a su uso como terapia adyuvante's.

La terapia dirigida es un tipo de tratamiento para el que se utilizan medicamentos u otras
sustancias para identificar y atacar células tumorales especificas, minimizando el dafio en células
normales. Los tipos de terapia dirigida que se usan en el tratamiento del cancer de colon son los
siguientesw:

e Anticuerpos monoclonales: Los anticuerpos monoclonales pueden identificar
antigenos en las células tumorales. Los anticuerpos se adhieren a sus ligandos y
destruyen las células diana, bloquean su crecimiento o impiden que se diseminen. Los
anticuerpos monoclonales se administran por infusiéon. Se pueden utilizar solos o para
llevar medicamentos, toxinas o material radiactivo directamente a las células
cancerosas.

e Inhibidores de la angiogénesis: Estas sustancias impiden la formaciéon de vasos

sanguineos nuevos que los tumores necesitan para crecer.

1.7. Terapia fotodinamica como estrategia antitumoral

La terapia fotodindmica (TFD) es un tratamiento minimamente invasivo que presenta
resultados cada vez més prometedores en la lucha contra el cancer. Esta modalidad terapéutica
consiste en la aplicacion de compuestos fotosensibilizadores (FSs) no téxicos per se que se acumulan
preferentemente en tejidos tumorales. La irradiacion posterior del area tumoral fotosensibilizada
ocasiona la formacién de especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés “Reactive Oxygen
Species”) con efectos citotoxicos que llevan a la muerte de las células tumorales. La principal ventaja
de la TFD es la selectividad para dafiar exclusivamente el tejido tumoral sin inducir graves efectos
secundarios en el organismo, ya que s6lo en la zona tumoral irradiada se retnen los tres agentes

responsables del efecto fotodindmico: FS, luz y oxigeno (0,)%.
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1.8. Especies reactivas del oxigeno: principales mediadores del dajio fotodinamico

Las especies reactivas del oxigeno son metabolitos altamente reactivos en cuanto a las
modificaciones oxidativas que inducen sobre macromoléculas celulares como proteinas, lipidos, y
nucledtidos. El radical superdxido (O, ") es por lo general la primer especie reactiva producida y se
convierte posteriormente en perdxido de hidrégeno (H>O,) espontaneamente o a través de reacciones
catalizadas por la super6xido dismutasa (SOD). La reaccién entre el O, y el 6xido nitrico (ON)
genera peroxinitrito (ONOQO’), especie reactiva del oxigeno y del nitrégeno, respectivamente. De
todas las fuentes de ROS celulares, la fuga de electrones de la cadena electrénica mitocondrial hacia
el oxigeno molecular genera un flujo constante de O, ~ y por lo tanto constituye la principal fuente de
ROS celular®'. Otras enzimas, incluyendo las NADPH oxidasas, lipoxigenasa y ciclooxigenasa,
citocromo P450s y la xantina oxidasa también participan en la generaciéon de ROS. Cuando ROS se
produce en exceso o la capacidad antioxidante enddgena se ve disminuida, la oxidacién
indiscriminada provoca efectos nocivos en la célula, lo que resulta en "estrés oxidativo"®.

La generacion de estrés oxidativo es la causa principal del dafio ejercido en la zona afectada
luego de la intervencion fotodindmica. La molécula del FS, previo a la irradiacion, se encuentra en su
estado singlete fundamental (S), que puede absorber fotones de luz visible promocionandose hacia
un estado singlete excitado (S"). De alli puede volver al estado fundamental emitiendo fluorescencia
o puede pasar al estado triplete excitado (T") por cruzamiento intersistémico. Nuevamente el triplete
puede decaer al estado fundamental emitiendo fosforescencia, o bien, transferir un atomo de
hidroégeno o electron a lipidos, proteinas y acidos nucleicos, o generar radicales que interactuan con
el oxigeno para formar ROS tal como ani6n superéxido (O;7), radical hidroxilo (OH"), y peroéxido de
hidrégeno (H,0O5;); este mecanismo de accién, independiente de O,, se denomina de “tipo I”. Por otro
lado, el estado T" puede transferir energia directamente al oxigeno molecular en su estado natural
triplete (*05), lo que promueve la formacién de una especie altamente reactiva denominada oxigeno
singlete (‘O,), denominandose a este mecanismo de “tipo II” (Figura 15). El mecanismo que
predomina depende en cada caso de las caragteristicas del farmaco y del medio®®?. Los principales
procesos a través de los cuales el 'O, y otras ROS contribuyen a la destruccion del tumor por TFD
son dafio celular directo (necrosis o apoptosis), dafio indirecto sobre la vasculatura tumoral o
activacion de la respuesta inmune contra células tumorales. La aparicion de cada uno de estos
eventos depende de la naturaleza y localizacion del FS, la dosis de luz utilizada y el tipo de tumor y

vasculatura®®*,
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Figura 6. Mecanismo de accion de la terapia fotodindmica.

La TFD requiere de tres elementos esenciales: FS (en la figura se representa como S, S* o T* segiin su estado de excitacion), luz y
oxigeno. El FS es excitado con onda de luz visible especifica desde su estado singlete fundamental (S) hasta su estado singlete
excitado (S°), seguido de un cruzamiento intersistémico hacia el estado tripleté excitado (T"). La transferencia de energia desde T a
sustratos bioldgicos (tipo I, no mostrado en la figura) u oxigeno molecular (tipo 2) genera ROS ( 10, H,0,, 0,", OH'), lo que produce

dario celular por apoptosis o necrosis, disrupcion de la vasculatura o activacion del sistema inmune. Imagen adaptada de Castano,

Mroz, & Hamblin, 2006>.

1.9. Fotosensibilizadores en TFD

Se han propuesto una serie de caracteristicas quimicas y biologicas que deberia reunir el FS
ideal, algunas de las cuales se enumeran a continuacién®:

- Compuesto puro, para facilitar los controles de calidad y la sintesis reproducible.

- Estabilidad quimica y fotoquimica, que influye directamente en el tiempo y condiciones
adecuadas de almacenamiento,

- Elevado coeficiente de absorcion en la zona del rojo (600-800 nm). La absorcién de los
protones en longitudes de onda mayores a 800 nm no proveen la energia suficiente para la formacion
de ROS. Debido a que la penetracion de la luz se incrementa de forma proporcional a su longitud de
onda, los FS cuyo pico de absorcion se encuentre mas cerca de 800 nm (clorinas, bacterioclorinas y
ftalocianinas) ofrecen mayor eficiencia terapéutica.

- Elevado rendimiento cudntico de formacion de triplete o ROS.

- Solubilidad en fluidos biolégicos. En caso contrario, debe poder transportarse al tumor

utilizando algtn tipo de formulacion (liposomas).



- Localizacion y retencién selectiva en el tumor.

- Minima toxicidad en ausencia de luz.
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- Répida eliminaciéon del farmaco en los tejidos no tumorales y minima fotosensibilidad

cutanea.

El primer fotosensibilizador aplicado en TFD antitumoral fue una mezcla de porfirinas

hidrosolubles denominadas “derivado de hematoporfirina” (HPD, del inglés “hematoporphyrin

derivative”). Luego surgié una fOrmula purificada de éste, denominada porfimero sédico

(Photofrin®). A pesar de que Photofrin® es el FS mas utilizado actualmente, presenta ciertas

desventajas como fotosensibilidad cutdnea duradera y baja absorbancia a 630 nm. Posteriormente, se

desarrollaron FS de segunda generacidon; muchos de ellos se encuentra aprobados para uso clinico y

otros todavia estan en fase de estudio experimental (Tabla I11)*.

Tabla III. Fotosensibilizadores de uso clinico o experimental

FS Estructura A Aprobado e Tipo de cancer
(nm) experimental

Porfimero Porfirina 630 Todo el - Pulmoén, eséfago,

sédico mundo conducto biliar,

(Photofrin®) vejiga, cerebro,
ovario

ALA Precursor de 635 Todo el - Piel, vejiga, cerebro,

porfirina mundo esofago

Me-ALA Precursor de 635 Europa - Piel, vejiga

(éster metilado | porfirina

de ALA)

Temoporfina Clorina 652 Europa Estados Unidos | Cabeza y cuello,
pulmon, cerebro, piel,
conducto biliar

Verteporfina Clorina 690 Todo el Reino Unido Uso oftalmolégico,

mundo pancreas, piel

HPPH Clorina 665 - Estados Unidos | Cabeza y cuello,
esofago, cuello

SnEt2 Clorina 660 - Estados Unidos | Piel, mama

Talaporfina Clorina 660 - Estados Unidos | Higado, colon,
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cerebro
Ce6-PVP y sus | Clorina 660 Belarus, Rusia Nasofaringe,
derivados sarcoma, cerebro
Pc4 Ftalocianina 675 Estados Unidos | Linfoma de células T
cutaneo
Padoporfina Bacterioclorina 762 Estados Unidos | Prostata
Lutecio Texafirina 732 Estados Unidos | Mama
motexafina

Dentro de la gran variedad de FSs estudiados, un caso especial es el de la Protoporfirina IX

(PpIX), debido a que es un FS generado endégenamente a partir del Acido 5-aminolevulinico (ALA).

En un primer paso de la biosintesis del grupo hemo se forma el ALA con la unién de glicina y

succinil CoA. El ALA evoluciona a PpIX en varios pasos regulados enzimaticamente y por tltimo se

incorpora un atomo de hierro al macrociclo de PpIX. Esta incorporacion de hierro se realiza en la

mitocondria bajo la accion de la enzima ferroquelatasa. Bajo circunstancias normales, la biosintesis

esta regulada y no se acumula PpIX, pero si se administra exégenamente un exceso de ALA, la PpIX

se puede acumular debido a la capacidad limitada de la ferroquelatasa (Figura 16).
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Figura 7. Biosintesis del grupo hemo y su relacién con TFD.
Las enzimas y metabolitos que participan en esta via se encuentran tanto en la mitocondria (M) como en el citosol (C). El grupo hemo
regula negativamente a la enzima ALA sintetasa tanto a nivel transcripcional, dentro del niicleo (N), como a nivel post-

transcripcional. La aplicacion de ALA exdgeno induce un exceso en la formacién de los precursores del grupo hemo, incluyendo

PplX, que de esta forma puede ser utilizada como fotosensibilizador. Imagen adaptada de Donnelly y coi, 2008°°.

Sin embargo, la hidrofilicidad de ALA es la principal limitacién para su uso terapéutico, por
su bajo nivel de penetracion e incorporacion de este tipo de moléculas en la membrana plasmatica y
en los tejidos. Por esta razdn, se han desarrollado ésteres derivados de ALA, como su derivado

metilado (Me-ALA) que es utilizado en este trabajo, los cuales presentan una lipofilicidad mayor, y

consecuentemente una mayor incoq:)oraci(')n26 (Figura 8).
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Figura 8. Precursores de PpIX.
ALA y su derivado metilado, Me-ALA, son precursores de PpIX dentro de la via de biosintesis del grupo hemo. Imagen adaptada de

Donnelly et al., 2008°°.

1.10. TFD y cancer colorrectal

En el contexto del CCR se ha propuesto a la TFD como apropiada para prevenir la
recurrencia local después de la escision del tumor, teniendo en cuenta antecedentes que indicaban
que pacientes con carcinomatosis peritoneal toleraron adecuadamente esta terapéutica®’.

Sin embargo, el primer estudio de fotosensibilizacion sobre CCR fue realizado sobre
pacientes no aptos para la reseccion quirdrgica de la enfermedad (Figura 9). Los resultados
demostraron que la TFD utilizando HpD como fotosensibilizador fue capaz de disminuir la
sintomatologia de la enfermedad a los 30 dias post-tratamiento en todos los casos tratados.
Desafortunadamente, sélo el 20% de los pacientes se encontraron libres del tumor a los 20 y 28

meses luego de la TFD*,

Colonoscopio

Pared del colon

Figura 9. Irradiacion de una lesion tumoral longitudinal localizada en colon.
Utilizando un colonoscopio, se tnsertd una fibra Ildser en 3 sitios diferentes de la lesion tumoral. Esta metodologia de irradiacion fue

la reportada por Barr y col, 1990°%.
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Otro reporte indicé que el tratamiento fotodindmico utilizando Phorofrin logré eliminar
completamente un carcinoma rectal localizado y recurrente a las 10 semanas posteriores a la

L . (29
aplicacién, aunque con recurrencia 16 semanas después™.

d??° otros datos revelan una

Si bien se han reportado casos de erradicacion de la enfermeda
respuesta completa al tratamiento (individuos libres de tumor) dentro de las primeras semanas, y
recurrencia a largo plazo”. Este pronéstico desfavorable podria ser consecuencia del dafio vascular
observado luego de la aplicacion del tratamiento y/o del consumo fotoquimico de oxigeno
involucrado en su mecanismo de accién. Estos eventos han sefialado a la TFD como inductora de
hipoxia (disminucién del nivel de oxigeno) y por lo tanto de los fenotipos promotores de crecimiento

- . 30,31
tumoral que esta condicién ambiental desencadena®>%"".

1.11. Hipoxia y cancer

Es ampliamente conocido que las células tumorales emergen como resultado de alteraciones
genéticas en sefiales que promueven el crecimiento y la supervivencia, mientras que su expansion
recae principalmente en la provision de nutrientes'. Las neoplasias son muy heterogéneas y se
desarrollan en microambientes muy diversos, sin embargo, la mayoria de los tumores so6lidos
comparten la capacidad de desarrollarse dentro de un microambiente hipoxico. El aire ambiental
contiene 21% O, (presidon de O,: 150 mm Hg), aunque muchos tejidos corporales de desarrollan con
2-9% de O, (promedio 40 mm Hg). Las condiciones hipdxicas se definen como <2% O,, y las
condiciones anoxicas como <0.02% 0232.

Una caracteristica distintiva de las células tumorales es su proliferaciéon acelerada y
descontrolada; esto lleva a un desbalance entre €l consumo y el suplemento de oxigeno dentro de los
tumores solidos. Esta hipoxia tumoral provocada por el metabolismo celular es exacerbada debido a
la limitacion en la difusion del oxigeno en tumores primarios avasculares o sus metastasis. Por otro
lado, la microvasculatura tumoral, inducida en parte por el estimulo hipoxico, presenta aberraciones
que la hacen disfuncional y suele fallar a la hora de rectificar el déficit de oxigeno. La hipoxia
persistente explica la desorganizacion espacial de las red vascular tumoral, llevando a distancias
intercapilares que suelen ser mayores al rango de difusién del oxigeno. Esto conduce a la generacion
de un gradiente en el contenido de oxigeno dentro de los tumores s6lidos>*>*.

Las células tumorales proliferan y crecen de forma activa sélo si son suplementadas con
suficiente oxigeno y demas nutrientes a través de los vasos sanguineos. Es por esto que los tumores
crecen como un conglomerado alrededor de la vasculatura mas cercana. Las células tumorales se
disponen secuencialmente rodeando al vaso, primero las células viables oxigenadas (células en

normoxia), luego las células en dormancia que reciben baja presion de oxigeno (células hipdxicas) y
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finalmente, més alejadas de la vasculatura, se encuentran las células andxicas muertas (células

necréticas). Debido a la distancia maxima de difusién del O,, las células hipdxicas comienzan a

observarse a 70-100 um de la vasculatura tumoral®’ (Figura 10). A
L)

>100 um

Figura 10. Organizacion espacial de las células tumorales en relacion a la vasculatura.
Debido a la organizacién irregular de la vasculatura tumoral, muchas de las células neopldsicas deben crecer a una distancia mayor

de 100 pm (limite de difusion del oxigeno) del vaso sanguineo mds préximo dando inicio a las regones hipéxicas del microambiente

tumoral (el gradiente de rojo a azul indica la progresion de la hipoxia). Imagen adaptada de Carmeliet & Jain, 2000°°.

La hipoxia modula muchos aspectos de la biologia tumoral, principalmente la seleccion de
genotipos con capacidad de sobrevivir bajo el dafio hipoxico y cambios en la expresion génica que
conllevan a la supresion de la apoptosis y desarrollo de autofagia como mecanismo de resistencia. La
hipoxia también promueve la reprogramacion anaerobica del metabolismo energético, la supresion
de la respuesta inmune, la angiogénesis y vasculogénesis tumoral y la transicién epitelio-
mesénquima con la consecuente invasién tisular y posterior metastasis. Por otro lado, la hipoxia
contribuye a la pérdida de estabilidad genomica a través de un incremento en la generacion de ROS e
inhibicién de los mecanismos de reparacion del ADN. Por ello, la limitacion de oxigeno es central en
el control de la neovascularizacién, supervivencia y esparcimiento de las células del tumor
(metastasis)**>*. Ademas, las regiones tumorales hipéxicas muestran un incremento en la resistencia

a la radiacion y quimioterapia®’.

1.12. Hipoxia y HIF-1
La respuesta molecular principal frente a la hipoxia involucra al factor inducible por hipoxia-

1 (HIF-1, del inglés “hypoxia inducible factor-1""). HIF-1 pertenece a una familia de proteinas que

P
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conservan el patrén tridimensional hélice-giro-hélice basicos (bHLH, del inglés “basic helix—loop—
helix™). Este factor de transcripcion es un heterodimero compuesto por las subunidades HIF-1a y
HIF-1B (también conocida como ARNT). La subunidad HIF-l1ot estd compuesta por 4 dominios
funcionales: el dominio bHLH, el dominio PER-ARNT-SIM (PAS, involucrado en la dimerizacioén y
unién al ADN), el dominio de degradacion depediente de oxigeno (ODD, necesario para la
degradacion de esta subunidad via proteasoma) y dos dominios de transactivacién (N-TAD y C-
TAD, necesarios para la activaciéon de su funcion transcripcional). HIF-1B estd compuesta por los

dominios bHLH, PAS y de transactivacion’ 8 (Figura 11).

HiF-te @ oo g
o3 2l 2 3 g s
N- DD 35 tao-c|-C
Unién al ADN P300/CBP
Dimerizacién .
HIF-1B
g I T $ -
v [ o
Unién al ADN
Dimerizacién

Figura 11. Dominios presentes en las subunidades proteicas HIF-1acy HIF-15.

En la imagen se muestran los dominios funcionales y de union a cofactores mencionados en el texto. Los sitios de hidroxilacion se

encuentran indicados con una flecha. Imagen adaptada de Richard, Berra, & Pouyssegur, 2000%.

La regulacion mas relevante ejercida sobre la proteina HIF-1 se realiza post-
traduccionalmente de forma diferencial segin la presion de oxigeno del ambiente. Bajo condiciones
de baja presion de oxigeno, el heterodimero HIF-1a/f activa la transcripcion de genes de respuesta a
hipoxia40’41, involucrados en la proliferacion y supervivencia celular, metabolismo anaerébico,
regulacion de pH, reclutamiento de células inflamatorias, angiogénesis y metéstasis, entre otros>>. Se
ha reportado que la subunidad HIF-la puede actuar como regulador de la expresion de genes
independientemente de su actividad transcripcional y de su uniéon a HIF-1B. Bajo este nuevo
mecanismo no canénico, HIF-1a activa la transcripciéon de genes inhibidos por Myc, desplazando a
este represor de su sitio de unidn al ADN. Para que HIF-1a lleve a cabo esta novedosa funcién s6lo
precisa de una subregién dentro del dominio PAS, es decir, no requiere de sus dominios de

transactivacion ni de aquéllos que participan en la unién al ADN**™,
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Se han reportado tres isoformas de la subunidad HIF-o expresadas por locus individuales en
humanos: HIF-1a, HIF-2a y HIF-30. Existe gran similitud en las secuencias proteicas de HIF-1a y
HIF-20 y ambas estan sometidas a la misma regulacién post-traduccional. La menos estudiada es la
HIF-3a, que parece jugar un papel dominante negativo en la respuesta hipéxica. HIF-1a y HIF-2a
pueden ser selectivos en los genes que inducen o reprimen. El hecho de que ciertos genes sean
inducidos por una u otra isoforma o la especificidad del tipo celular con expresién dominante de una

u otra todavia no se ha esclarecido en su totalidad*®.

1.12.1. Regulacién post-traduccional de HIF-1o. a través de los dominios ODD y C-TAD

Como se meciond anteriormente, la proteina HIF-1 es regulada post-traduccionalmente de
forma diferencial segin la presién de oxigeno del ambiente. En normoxia, HIF-1a, la subunidad
regulatoria de HIF-1, es hidroxilada en dos residuos de prolina dentro del dominio ODD por las
proteinas prolil hidroxilasas PHD1, PHD2 y PHD3*". HIF-1a hidroxilado interactdia con la proteina
supresora de tumores von Hippel-Lindau (pVHL)*, 1a cual forma parte de la ligasa de ubiquitina E3,
lo que promueve la ubiquitinacion de HIF-1a y la consecuente degradacién por proteasoma 268S.
Ademas, HIF-1a es hidroxilado en un residuo de asparragina del dominio C-TAD por la asparragil
hidroxilasa FIH (del inglés, “factor inhibiting HIF”). La hidroxilacion de este residuo previene la
interaccion del dominio C-TAD con el coactivador CBP/p300, inhibiendo de esta forma la actividad
transcripcional de HIF.

En hipoxia, tanto las prolil hidroxilasas (PHDs) como el factor inhibidor de HIF (FIH) se
encuentran inhibidos. La supresion de la actividad de PHDs también se ha reportado debido a la
generacion de especies reactivas del oxigeno®. De esta forma, HIF-1o se estabiliza en citoplasma y
adquiere la capacidad de traslocar al nucleo y unirse con la subunidad constitutiva HIF-1, para
formar la proteina HIF-1 activa. Entonces el heterodimero HIF-la/B recluta al coactivador
p300/CBP y se une al elemento de respuesta a hipoxia (HRE, del inglés “hypoxia response element™)

activando la transcripcion de genes de respuesta a hipoxia*®*! (Figura 12).
p g p p gu
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Figura 12. Regulacion de la actividad de HIF-1 dependiente de O.

El oxigeno regula la degradacion de la subunidad HIF-1a. En normoxia, la hidroxilacién de los residuos de prolina en posicion 402 y
564 (P402-P564) por la enzimas PHD (prolilhidroxilasa 1-3) es necesaria para el reclutamiento de la proteina supresora de tumores
VHL (von Hippel-Lindau) que forma parte de la ligasa de ubiquitina E3. La unién de VHL a HIF-1a también es promovida por la
acetilacion del residuo de lisina en posicién 532 (K532) por la ARD1 acetiltrunsferasa. La ubiquitinacion de HIF-1a direcciona su
degradacion por proteasoma 26S. El oxigeno también regula la interaccion de HIF-1a con co-activadores transcripcionales. En
normoxia, la hidroxilacién del residuo de asparragina en posicion 803 (N803) por la enzima FIH (factor inhibidor de HIF-1) bloquea
la unién de p300 y CBP a HIF-]a y su consecuente actividad transcripcional. Bajo condiciones hipéxicas, la hidroxilacion de P402,
P564 y N803 disminuye. Asi, VHL no puede unirse a HIF-1a no hidroxilado en P402 y P564, por lo que su degradacion disminuye.
Adicionalmente, p300 y CBP se unen a HIF-1a no hidroxilado en N803, permitiendo la transcripcion de genes de respuesta a hipoxia.

Imagen adaptada de Semenza, 2003° °

1.12.2. Regulacion de la transcripcion de HIF-1a

Ademas de la regulacion post-traduccional, se han reportado moduladores transcripcionales y
traduccionales de los niveles de HIF-1a que involucran las vias de sefializacion de PI3K y MAPK.
En el primer caso, PI3K activa a Akt y mTOR. Con respecto a la via de las MAPK, ERK1/2 es
activada por MEK1/2. ERK1/2 y mTOR fosforilan a S6 quinasa (S6K), la cual inicia una cascada de
reacciones que finalmente aumentan la actividad, transcripciéon y/o traduccion de HIF-1o (Figura
13). Ciertos oncogenes, como el receptor tirosin-quinasa Ras o los miembros de la familia Raf®>'*%,

.. . c 1 L. 54 s - , ~ 1s <
factores de crecimiento’ y el estrés oxidativo>* han sido involucrados en estas vias de sefializacion.



Introduccion

Hipoxia

Estabilizacio ¥ 2
@ > sdz llilzf-'a-?an @ Sites s :
@ @@ de HIF-1a 47" 7"""

Degradacion
por ubicuitinacion

Genes de respuesta

: a hipoxia

Nucleo

Figura 13. Regulacion de HIF-1a.
La subunidad HIF-1a se encuentra modulada a nivel transcripcional y traduccional, a través de las vias de PI3K y MAPK, y post-
traduccionalmente mediante la ubiquitinacion regulada por prolil hidroxilasas dependiente de oxigeno. Imagen adaptada de Poon y

col, 2009°8.

NF-kB (del inglés, “nuclear factor kB”) es el principal regulador transcripcional de HIF-1a.
El promotor de HIF-1a contiene la sencuencia consenso que permite la union de las subunidades p50

y p65 del factor de transcripcion NF-kB*>*¢, El aumento de la transcripcién de HIF-1o mediada por

NF-xB se ha reportado en respuesta a diferentes estimulos, como factores de crecimiento®’, hipoxia58

y estrés oxidativo™.
En resumen, la hipoxia, desregulacion de ROS y la activaciéon de vias de supervivencia

celular tienen la capacidad de activar a HIF-1a y cabe destacar que la TFD se encuentra involucrada

20,23,24,30,31,60

en todos los mecanismos mencionados En consecuencia, diversos estudios han

identificado un aumento en la expresion de HIF-1o luego del tratamiento fotodinamico® .
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1.13. Sobreexpresion de HIF en CCR

Numerosos reportes han demostrado un aumento en la expresion de HIF-1o en adenomas y
atin més frecuentemente en adenocarcinomas colorrectales® ™, lo que sugiere una asociacién directa
entre este factor de transcripcion y la progresion de la enfermedad.

En este sentido, en un ensayo de inmunohistoquimica realizado sobre biopsias de pacientes se
observo que el 66.7% de los adenocarcinomas colorrectales y el 12.25% de los adenomas estudiados
presentaron marcacion positiva para HIF-1o.. Ademads, la expresion de HIF-1a fue significativamente
mayor en aquellos pacientes con estadio III de la enfermedad, en comparaciéon con los
correspondientes al estadio I y 11", Otro reporte confirmé lo anteriormente expuesto al identificar
diferencias significativas en la transcripcion del ARNm de HIF-1a y de su gen diana VEGF entre
adenomas y CCR, asi como un aumento al comparar los estadios Dukes C y D con los estadios
Dukes A y B*. Estos resultados fueron corroborados por otros anélisis, en donde el grado y estadio
tumoral en 125 CCRs también se correlacion6 fuertemente con la presencia de HIF-10%. Otro
ensayo indico que HIF-1a no se encontr6 en la mucosa intestinal normal, ni tampoco en poélipos
hiperplésicos ni en adenomas de bajo grado. Sin embargo, este factor de transcripcién mostré una
intensa acumulacién nuclear y perinuclear en el 50% de los adenomas de alto grado, asi como
localizacidon nuclear en la totalidad de los CCRs. Contrario a lo esperado, no hubo una correlacion
entre HIF-1a y el nivel de metastasis®.

Los antecedentes mencionados sefialan a HIF-1o como un mediador clave de las primeras
etapas del CCR, con elevada influencia en la carcinogénesis, cuyo rol se intensifica conforme avanza

la enfermedad y el tumor progresa hacia etapas mas invasivas.

1.14. Hipoxia, angiogénesis e intervencion fotodinamica

E]l aumento descontrolado en el crecimiento de las células tumorales y su entorno en ultima
instancia requiere de la vasculatura. Una vez que la lesion tumoral excede de 100 um de didmetro, la
limitacién de oxigeno (hipoxia)®’ y la privacion de nutrientes desencadena un "swich angiogénico"
para permitir que el tumor siga progresando’’. Este fenomeno asociado directamente a la promocién
tumoral es uno de los eventos claves regulados por el factor de transcripcion HIF.

La angiogénesis se define como la formacion de nuevos vasos a partir de capilares
preexistentes y tiene gran importancia en procesos fisiolégicos y patolégicos del organismo’'. En
general, en el adulto la vasculatura estd quiescente y la angiogénesis sélo ocurre en tejidos

estimulados’>.
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El crecimiento de vasos sanguineos en relacion al crecimiento tumoral es un proceso
complejo, muy regulado y que consta de varias etapas: 1) la activacion de la célula endotelial (EC) y
separacion de ésta de los pericitos y de la membrana basal, 2) la degradacién de la matriz
extracelular (MEC), 3) la movilizaciébn y migracion de las EC en respuesta a factores
proangiogénicos, y 4) la reorganizacion en estructuras tubulares (nuevos vasos sanguineos) dentro de
la masa tumoral. Para que se lleve a cabo el proceso de angiogénesis, se requiere del
redireccionamiento del perfil transcripcional de las células neoplasicas hacia la induccién de un
grupo de genes que codifican para factores solubles que se secretan y conforman la estimulacién
paracrina tumoral sobre la EC. Entre los factores secretados especificos que promueven la
angiogénesis se destacan el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y las

angiopoyetinas 1 y 2 (Ang-1y Ang-2)**">" (Figura 14).
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_ VEGF
Estimulacién de
angiogénesis por VEGF

Figura 14. Angiogénesis e hipoxia.
El crecimiento de vasos sanguineos a partir de capilares preexistentes, proceso denominado angiogénesis, se desencadena en
respuesta a la hipoxia. La expresion de las proteinas involucradas en este fenomeno, como el factor de crecimiento de endotelio

vascular (VEGF), es regulada por HIF. Imagen adaptada de Rahimi, 201 2™

1.15. Microambiente tumoral

Las mutaciones genéticas en las células cancerigenas son el motor del desarrollo y progresién
tumoral'. Sin embargo, estas células transformadas no pueden comandar la promocion de la
enfermedad de forma independiente. Por ello, determinadas células que derivan de tejidos normales
o médula o6sea son reclutadas al sitio tumoral, constituyendo asi lo que se conoce como
microambiente tumoral (MAT)”". Estos contactos no sélo sostienen las células en forma mecanica
sino que también juegan un importante rol en el metabolismo y la sefializacion. Asi, podemos definir
al microambiente tumoral como un tipo particular de ecosistema, en donde diferentes poblaciones
celulares interactian unas con otras cumpliendo un rol funcional definido, con el objetivo final de

facilitar su propio crecimiento, la supervivencia, la invasién y la metéstasis tumoral®.
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El componente bidtico central de este ecosistema son las células tumorales, que conforman el
parénquima, y son quienes orquestan el reclutamiento y crecimiento de células no tumorales nativas
0 no nativas, que constituyen lo que se conoce como estroma tumoral: células endoteliales (CE),
fibroblastos, células del sistema inmune tales como macréfagos, linfocitos, células natural killer,
entre otras’®. Las poblaciones estromales adiestradas son capaces de mantener procesos fisiologicos
claves como la angiogénesis, la inflamacioén asociada a tumores y la supresion de la respuesta
inmune antitumoral, promoviendo el crecimiento tumoral y la metastasis’ . El estroma y el
parénquima del MAT se mantienen juntos en un hébitat rico en matriz extracelular (MEC), que
apoya la arquitectura y la integridad del tejido, asi como también regula varias caracteristicas
bioquimicas®® (Figura 15). Las interacciones célula-célula, célula-matriz y los factores secretados
tanto por las células parenquimaticas como por las estromales median el didlogo autocrino y

paracrino dentro del MAT.

31




Introduccion

PR B

Fibroblastos ~ Macroéfagos M1 Célulatumoral Matriz extracelular
Células Macréfagos M2

endotelial o
Membranabasal

Figura 15. Microambiente tumoral.
Tras el inicio de los tumores epiteliales, las interacciones reciprocas entre células epiteliales transformadas y estromales desempefian
un papel clave en la conmutacion de un microambiente normal a uno que apoya el crecimiento tumoral y la diseminacidn. Imagen

adaptada de Rumie Vittar y col, 2013%.

1.16. Cultivos tridimensionales in vitro que imitan la arquitectura del microambiente
tumoral

Los ensayos preclinicos de terapias antitumorales se han realizado tradicionalmente sobre
plataformas de estudio en dos dimensiones (2D), es decir, monocapa de células, y/o sobre modelos

animales. Los cultivos en 2D proporcionan informacién muy valiosa en relacién a los mecanismos
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celulares y moleculares que gobiernan la respuesta a la terapéutica aplicada. Sin embargo, las células
en monocapa crecen restringidas fisiologicamente por la adhesion a un sustrato rigido y plano, lo que
aumenta la superficie celular expuesta al medio de cultivo y reduce las interacciones célula-célula y
célula-matriz extracelular. Estas limitaciones pueden obstaculizar la traslaciéon de resultados
experimentales a aplicaciones clinicas debido a que el crecimiento de tumores en ambientes disimiles
revelan reacciones diferentes frente al mismo tratamiento®. Los modelos animales muestran las
respuestas integradas que resultan de interacciones complejas entre los tejidos y 6rganos. Sin
embargo, son muy costosos, consumen mucho tiempo y son éticamente controvertidos. Es por esto
que surgio la demanda de modelos que recreen con precision la complejidad de los tejidos humanos,
como los modelos animales, pero que ademas conserven la capacidad de alto rendimiento y de nivel
de estudio celular y molecular de los cultivos 2D. Es por ello que se han desarrollado sistemas de
estudio en tres dimensiones (3D), denominados “esferoides”, que se basan fundamentalmente en la
capacidad de las células a crecer bajo una estructura 3D que integre las sefiales mecanicas y quimicas

imitando asi la arquitectura del microambiente tumoral en vivo (Figura 16)8%2,

Tumor séblido
Esferoide

Células
aerdbicas

Células
hipoéxicas

Necrosis

05-1.0mm

Figura 16. Los esferoides imitan la arquitectura 3D de los tumores sdlidos.

En los tumores solidos, a medida que las células se alejan del vaso sanguineo (BV, del inglés “blood vessel”, color azul por tincion
con Hoechst 33342) comienzan a desarrollarse en un ambiente hipéxico (color rojo por tincion con pimonidazole). Las células
aerdbicas son las que se encuentran mds cerca de la vasculatura tumoral mientras que las mds alejadas comienzan a morir por

necrosis. Este mismo patron de organizacion celular se observa dentro del esferoide. En este cultivo 3D se genera un gradiente de
oxigeno al igual que en un tumor sélido, con la diferencia que las células necréticas andxicas son las del centro de la estructura y la

capa celular aerdbica se encuentra hacia la periferia oxigenada. Las poblacidn de células hipdxicas se desarrolla entre las dos

mencionadas anteriormente. Imagen adaptada de htip://www.bccrc. cafdept/ic/radiation-biology-unit/kevin-bennewith83.

La formacion de esferoides se basa en un tunico principio, que es permitir la agregacion de
células evitando al mismo tiempo su adhesividad al soporte de cultivo. Al igual que durante el
desarrollo embrionario y la morfogénesis de tejidos, los complejos procesos de adhesion y

diferenciacion celular contribuyen fuertemente al establecimiento de estas estructuras celulares 3D%.
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Los parametros que determinan la eficiencia de formacion de esferoides y la uniformidad de
tamafio y forma incluyen el tipo celular, la densidad de siembra, composicion del medio de cultivo, y
si necesitan agitacion o crecimiento estatico®®. Debido a que incluso células del mismo origen de
tejido pueden formar esferoides mediante técnicas diferentes, debe ser probado empiricamente el
método mas efectivo para cada linea celular.

Los cultivos “spinner”, ampliamente utilizados, consisten en mantener un movimiento
permanente de células evitando que se adhieran a la superficie de cultivo. En consecuencia, éstas se
adhieren unas a otras formando esferoides. Si bien este método tiene la ventaja de que los cultivos
pueden ser producidos a gran escala, las fuerzas mecénicas ejercidas pueden ejercer dafio sobre las
células. Por otro lado, este tipo de técnica requiere equipamiento especializado y los esferoides
generados tienden a ser de diferente tamafio y forma, por lo que la estandarizacién resulta
problematica® (Figura 17A).

La técnica de la gota colgante (HD, del inglés “hanging drop™) fue desarrollada inicialmente
para el cultivo de cuerpos embrioides de células madre. El protocolo consiste en depositar gotas de
15-30 pl de la suspension celular en la parte inferior de la tapa de una placa de cultivo. Cuando se
invierte la tapa, las gotas se mantienen en su lugar gracias a la tensién superficial. La microgravedad
en el medioambiente de cada gota concentra las células, que entonces forman esferoides individuales
en la interfaz liquido-aire libre®’ (Figura 17B).

La técnica de cubierta liquida (LO, del inglés “liquid ovarlay”) consiste en generar
artificialmente una superficie no adherente para las células. En general se utilizan placas de 96
pocillos, los cuales son recubiertos previamente con una pelicula delgada de algiin compuesto no

adherente para las células, como la agarosa®®, o polimeros hidrofébicos como el polimetacrilato®
(Figura 17C).
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Figura 17. Esquema representativo de diferentes técnicas experimentales para generar cultivos 3D.
(A) Cultivos “spinner”: Las células se mantienen en constante movimiento evitando asi que se adhieran a la superficie de cultivo y
Javoreciendo la union entre ellas. (B) Gota colgante (HD): La microgravedad en el medioambiente de cada gota invertida concentra
las células y promueve la formacion de la estructura 3D. (C) Cubierta liquida (LO): Las células crecen sobre una superficie no

adherente, lo que fomenta el agregado de uniones célula-célula. Imagen adaptada de Achili y col, 201 2%

1.17. Secretoma del cancer

Las nuevas herramientas de proteémica y espectrometria de masa tienen un rol central en el
campo de investigacion relacionado a proteinas, especialmente en los procesos de identificacion,
cuantificacion y caracterizacion simultaneos de miles de proteinas que forman parte de muestras
complejas’’. El desarrollo de estas novedosas técnicas de alto rendimiento (“high throughput”)
gener6 nuevos enfoques de estudio en el campo de la investigacion oncolégica. De esta manera,
surge una nueva rama de investigacion conocida como “oncoproteémica”, que aplica la protedmica a
la oncologia clinica y molecular. En un futuro cercano, se espera que la oncoproteémica juegue un
rol fundamental en el diagnéstico y disefio terapéutico del cancer, apuntando al desarrollo de la
medicina personalizada’.

El andlisis de secretoma ha sido recientemente introducido como un sub-campo de la
oncoprotedmica, orientado a la busqueda de biomarcadores y dianas terapéuticas. El término

“secretoma” fue introducido por Tjalsma y colaboradores con el fin de describir a las proteinas
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liberadas por una células, un tejido o un organismo a través de diferentes mecanismos de secrecién™.

El secretoma tumoral incluye tanto a los componentes de la matriz extracelular como a aquellas
proteinas que son excretadas al medio circundante, por ejemplo, factores de crecimiento, citoquinas,
moléculas de adhesion, receptores y proteasas. La composicion del secretoma en estudio representa
la funcionalidad de un determinado tipo de células a un tiempo dado y caracteriza el didlogo
autécrino y paracrino llevado a cabo en un determinado microambiente tumoral®*,

Las proteinas secretadas representan un 10-15% del total de proteinas codificadas por el
genoma humano. Estas proteinas que constituyen el secretoma participan en diversos procesos
fisiologicos como la defensa inmunitaria, coagulacion de la sangre, remodelamiento de la matriz
extracelular y sefializacion celular, aunque también adquieren relevancia en procesos patolégicos
incluyendo angiogénesis, diferenciacion, invasién y metéstasis’.

En las células eucariotas, las proteinas solubles son secretadas al espacio extracelular a través
de exocitosis de vesiculas secretorias 0 mediante la liberacion de granulos de almacenamiento luego
de la estimulacién y activacion de vias de seﬁaliz.acién intracelulares. La via de secrecion clasica es
utilizada sélo por aquellas proteinas sintetizadas como precursores que contienen un péptido sefial N-
terminal que dirige su traslocacion hacia el reticulo endoplasmico (RE). Esta proteinas son luego
transportadas al aparto de Golgi y posteriormente a la superficie celular. Las proteinas son liberadas
al espacio extracelular a través de la fusion de las vesiculas derivadas del Golgi con la membrana

plasmatica®>

(Figura 18). Sin embargo, otras proteinas pueden ser transportadas a través de vias
independientes del sistema RE/Golgi y que conforman las vias de secrecién no clasica’. Las
proteinas secretadas por estas vias no presentan el péptido sefial requerido por el mecanismo clésico.
Cuatro mecanismos no clasicos de secrecion han sido descriptos (Figura 18):
e Reciclaje endosomal (“endosomal recycling”): Las proteinas son importadas dentro de
una vesicula intracelular, la cual es un compartimiento endosomal. Esta vesicula
endosomal se fusiona con la membrana plasmatica y de esta forma se libera su contenido
al espacio extracelular. La interleuquina-1b (IL-1b) es secretada a través de este
mecanismo’®
e Sistema de transporte celular: Las proteinas son liberadas al espacio extracelular
mediante una traslocacion directa a través de la membrana plasmatica utilizando diferentes
sistemas de transportes intracelulares. Los factores de crecimiento fibrobldsticos 1 y 2

(FGF-1y -2) son secretados a través de este mecanismo’”!%,
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e Mecanismo “Flip-flop”: Las proteinas se anclan a la membrana plasmatica a través de
una acilacion dual del extremo N-terminal. De esta manera, son translocadas al espacio
extracelular mediante un proceso de “flip-flop” (traslocacién transmembranal)'®’.

e Exosomas: Los exosomas son vesiculas que se originan por la internalizacion de
receptores activados junto con las proteinas de andamiaje (“scaffolding proteins™)
presentes, seguido por un trafico a través de endosomas tempranos. Los endosomas
tempranos se encuentran cargados con proteinas ubiquitiniladas. Mediante el
reconocimiento por ESCRT (Complejo de Clasificaciéon Endosomal requerido para el
transporte), se forman vesiculas intraluminales (ILVs) que, a su vez, se convierten en
cuerpos multivesiculares (MVBs). Algunos se degradan en los lisosomas, aunque la fusién
de los MVBs supervivientes con la membrana plasmadtica provoca la liberacion de los
exosomas en el espacio extracelular. Los exosomas contienen una composicién compleja
de moléculas (incluyendo proteinas, lipidos, microARN y ARNm). Los exosomas juegan
un papel clave en la comunicacidon c€lula-célula mediante la fusion con una célula
receptora. Pueden permanecer de forma estable asociados con la membrana plasmatica o
ser internalizados a través de una via endocitica, liberando su contenido. La propiedad
bioldgica de la célula diana puede entonces ser alterada a nivel genético (ARN exosomal),

epigenético (miARN exosomal) o proteicom.
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Figura 18. Vias de secrecidn cldsicas y no clisicas de proteinas
La via de secrecién cldsica requiere de la presencia del péptido sefial en las proteinas a ser exportadas e involucra el transporte
mediado por Reticulo Endopldsmico/Golgi. Por otro lado, las vias de secrecion no cldsicas son independientes de la presencia del
péptido sefial en incluyen los siguientes mecanismos: “Reciclaje endosomal’, “Sistemas de transporte celular”, “Mecanismo Flip-

Flop”y “Exosomas”. Imagen adaptada de Karagiannis y col, 201 0,

1.18. Microambiente tumoral, cincer colorrectal y fibroblastoes asociados al tumor

El hecho de que el CCR metastésico siga siendo incurable llevé a muchos investigadores a
realizar estudios mas profundos sobre los factores que determinan la progresion del cancer. En los
ultimos afios comenzé a tomar relevancia la idea de que la evolucién del tumor primario hacia la
adquisicion de un fenotipo maligno/invasivo no depemde unicamente de la estimulacién autdcrina de
las células neoplésicas, sino que ademas es influenciada por la presencia de poblaciones estromales
dentro de su microambiente'®'**. Teniendo en cuenta el éxito limitado que han tenido las
terapéuticas que atacan sélo al tumor, ha surgido la necesidad de la comprension del microambiente

tumoral y su contribucién precisa en el proceso de carcinogénesis'®.
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Dentro del microambiente, la poblacion fibroblastica es la mayoritaria y la principal
responsable de la sintesis y remodelamiento de la matriz extracelular, a través de la expresion de las
proteinas que la componen (coldgeno, fibronectina) y de las enzimas que realizan modificaciones
postraduccionales sobre ellas (metaloproteinasas de matriz, MMPs). La activacion de los fibroblastos
es iniciada por factores secretados por el tumor bajo el estimulo hipdxico; en respuesta a ellos, los
fibroblastos adoptan un fenotipo miofibroblastico pro-inflamatorio, asi denominados “fibroblastos
asociados al cancer” (CAFs, del inglés “cancer associated fibroblasts”)'%. De esta forma, se
establece un dialogo en dos vias entre los fibroblastos estromales y el parénquima tumoral. Por un
lado, a través de la “via eferente”, las células tumorales inducen la activacion y proliferacién de las
células fibroblasticas, eventos mediados por los factores TGF-B, PDGF, FGF-2, entre otros; por el
otro, a través de la “via aferente”, los fibroblastos activados contribuyen a la progresién tumoral a
través de la secrecion de factores solubles que influyen sobre el desarrollo del fenotipo

maligno/invasivo'® (Figura 19).

Figura 19. Didlogo tumor-fibroblasto

Dentro del microambiente tumoral, se establece un didlogo en dos vias entre los fibroblastos estromales y el parénquima tumoral;

ambas poblaciones obtienen beneficios proliferativos y de supervivencia a través de esta asociacion.

Recientemente en nuestro laboratorio hemos realizado un revision sobre la participacién del
estroma en el desarrollo y evolucién del microambiente tumoral, focalizandonos principalmente en la

respuesta molecular a la intervencién fotodinamica®. Se concluy6 que resulta sumamente
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necesario caracterizar como el microambiente tumoral hipéxico, agravado en muchos casos
por la intervencion fotodinamica, colabora de manera directa en la promocion y evolucion de
las células tumorales hacia un fenotipo pro-tumoral. Conociendo mais sobre el didlogo
molecular establecido entre la célula tumoral y su entorno, resultaria posible la intervencion el

MAT utilizando a la TFD como estrategia terapéutica.
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2. Hipdtesis
El microambiente tumoral promueve vias de supervivencia mediadas por HIF-1a en respuesta

a la terapia fotodinamica, por ello el silenciamiento de HIF-1a optimiza este tratamiento antitumoral.

3. Objetivos

3.1. Objetivo general
Estudiar la participacion del factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1) en los protocolos de

terapia fotodindmica y su relacion con sefiales de supervivencia en el microambiente tumoral.

3.2. Objetivos especificos

- Estudiar el efecto de Terapia Fotodindmica sobre la expresion de HIF en células de cancer
de colon humano con diferente grado de malignidad.

- Estudiar los detonantes de la expresion, activacion, y/o estabilidad de HIF.

- Examinar si el silenciamiento de HIF optimiza el efecto de la Terapia Fotodinamica.

- Determinar el impacto de HIF inducido por Terapia Fotodindmica sobre la activacion del
proceso de angiogénesis.

- Investigar el impacto de la activacion de HIF mediada por TFD sobre el rol de células
tumorales de céncer colorrectal y fibroblastos, protagonistas mayoritarios del microambiente

tumoral, en eventos involucrados en angiogénesis.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Cultivos celulares

Como modelo de carcinoma colorrectal se utilizaron las lineas celulares SW480,
indiferenciada', y la linea Caco-2, con mayor grado de diferenciaciéon y morfologia epitelial'?. Como
modelo de fibroblastos, se utiliz6 la linea MRC-35, derivada de pulmoén de paciente sano. La linea
HMEC se utilizé como modelo representativo de microvasculatura’. Se cultivaron y almacenaron de
acuerdo a las recomendaciones detalladas en el ATCC (American Type Culture Collection)*”. Los
medios de cultivos utilizados fueron:

- Medio de crecimiento proliferativo: Medio minimo DMEM (Gibco) suplementado con
antibidtico-antimicético (Gibco) al 1% y suero fetal bovino (SFB, Internegocios) al 10%.

- Medio de crecimiento no proliferativo: Medio minimo DMEM (Gibco), suplementado con
antibidtico-antimicotico al 1% (Gibco) y suero fetal bovino (Internegocios) al 5%.

- Medio minimo (para incubacion de drogas): Medio minimo DMEM (Gibco),
suplementado con antibidtico-antimicético al 1% (Gibco).

- Medio de seleccion (para seleccionar clones transfectados establemente): Medio de
crecimiento proliferativo suplementado con geneticina (2 mg/ml) o puromicina (2 pg/ml), segin
correspondiera.

- Medio de congelamiento celular: Suero fetal bovino al 90% (Internegocios) y

dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma) al 10%.

4.2. Drogas

El inhibidor de MEK /2 (U0126), inhibidor de ROS: N-acetilcisteina (NAC), el derivado
metilado del acido S-aminolevulinico (Me-ALA), la puromicina y el CoCl, (mimético de hipoxia)
fueron adquiridos a Sigma. La geneticina (Gibco) fue adquirida a Life Technologies. Las drogas
fueron resuspendidas y almacenadas segun instrucciones del fabricante. Las diluciones de trabajo se

obtuvieron diluyendo el stock inicial en medio minimo.

4.3. Plasmidos

Los plasmidos utilizados se describen a continuacién:

- pEF/myc/cytoSHRE-EGFP (pHRE-GFP): Codifica para el reportero de HIF denominado
HRE-GFP. Este reportero estd constituido por el gen de la proteina GFP bajo el control de un
promotor que contiene 5 copias de 35 pb de la regién HRE del promotor de VEGF®. Confiere
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resistencia a ampicilina para su seleccion en bacterias y resistencia a neomicina (geneticina) para su
seleccion en eucariotas. Fue cedido por el Dr. Foster (Universidad de Rochester, EE uuy’.

- pZsGreenl-N1 (pZ-Green): Codifica para la proteina fluorescente verde salvaje de
Zoanthus sp. (ZsGreenl), optimizada en codones para su expresién en humanos, con expresion
constitutiva (promotor de citomegalovirus). Confiere resistencia a kanamicina para su seleccion en
bacterias y resistencia a neomicina (geneticina) para su seleccion en eucariotas. Fue adquirido de
Clontech.

- pLKO.1-shRNA-HIF-1a-1: Codifica para el ARN de interferencia contra el ARNm de la
subunidad HIF-1a. Confiere resistencia a ampicilina para su seleccion en bacterias y resistencia a
puromicina para su seleccion en eucariotas y es utilizado en vectores lentivirales. Fue cedido por el

Dr. Eric Metzen (China)®.

4.4. Generacion de bacterias DHSa competentes

Se inocularon 5 ml de medio LB (extracto de levadura 5 g/, triptona 10 g/, NaCl 5g/1) libre
de antibidtico con una colonia de células de E. coli de la cepa DH5a cedida por la Dra. Tania
Taurian (UNRC). Se incubd el cultivo toda la noche a 37°C bajo agitacidon constante en agitador
orbital. Al dia siguiente, se inocularon 20 ml de medio LB con 0.5 ml del cultivo anteriormente
mencionado, y se incubd a 37°C bajo agitacion hasta que la densidad optica a 600 nm fue de
aproximadamente 0,6. Posteriormente, el cultivo se transfirié a un tubo de 50 ml para centrifuga pre-
enfriado y se incubd inmediatamente en hielo 10 min. La suspension se centrifugd a 6000 rpm por 6
min a 4°C. Se descartd el sobrenadante y se resuspendid el cultivo suavemente en 10 ml de MgCl,
100 mM frio y se incubd en hielo por 10 min. La suspension se centrifugé nuevamente y el
precipitado se resuspendi6 en 10 ml de CaCl, 100 mM frio. La suspension obtenida se centrifugd a
5000 rpm durante 5 min a 4°C y el precipitado obtenido que contenia las bacterias competentes se
resuspendié nuevamente en 1,7 ml de CaCl, 100 mM frio y 0,3 ml de glicerol. Las bacterias
competentes se fraccionaron en crioviales estériles (100 pl/tubo) y se congelaron a -80°C hasta su

US09.

4.5. Transformacion de bacterias competentes

Se preparo6 la mezcla de transformacion con 100 pl de bacterias competentes adicionadas con
2-5 pl de plasmido resuspendido en H,O estéril (aproximadamente 150-500 ng de ADN). La mezcla
se incubd en hielo 30 min, seguidos de 1.5 min a 42°C y luego 2 min en hielo. Posteriormente, la

mezcla transformada se colocé en tubos con 900 pl de medio LB y se incubd durante 1 h a 37°C bajo
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agitaciéon. Transcurrido ese tiempo se centrifugd la mezcla a 12000 rpm durante 1 min y se
resuspendio el sobrenadante obtenido en 300 pul de LB. A continuacion, las bacterias se sembraron en
placas con medio LB suplementado con 100 pg/ml de ampicilina (LBamp) para pHRE-GFP y
pLKO.1-shRNA-HIF-10-1 y con 100 pg/ml de kanamicina (LBkan) para pZ-Green para seleccionar
las colonias que incorporaron el plasmido. Dichas placas se incubaron a 37°C toda la noche. Al dia
siguiente las placas con aparicién de colonias (bacterias transformadas) fueron repicadas y aisladas

en placas con medio LBamp o LBkan segiin correspondiera9.

4.6. Amplificacién y purificacion de los plasmidos

Se inocularon 5 ml de medio LBamp 0 LBgan segun correspondiera con una colonia de
bacterias E. coli DHSa transformadas. Se incubd el cultivo a 37°C bajo agitacion constante hasta
crecimiento saturado. La extraccion de los plasmidos se realiz6 utilizando QIAGEN Plasmid Maxi
Kit, siguiendo el protocolo provisto por el proveedor. La concentracién del DNA plasmidico se

determind utilizando Qubit® Fluorometer (Invitrogen), segun indicaciones del fabricante.
4.7. Generacion de lineas celulares estables

4.7.1. SW480 HRE y SW480 G — Transfeccion estable

Antes de generar las lineas celulares estables se determind las dosis de seleccion de
geneticina Optima para la linea celular SW480. La dosis de seleccion se definié como
el doble de la minima concentracion de antibidtico necesaria para eliminar el 100% de
las células de tipo salvaje (no transfectadas), y fue de 2 mg/ml. Los clones celulares
SW480-HRE y SW480-G se generaron por transfeccién utilizando el reactivo
comercial FuGENE® HD Transfection Reagent (Roche) con 4 pg cada 100.000
células del plasmido pHRE-GFP y pZ-Green, respectivamente, segun instrucciones de
fabricante. Después de 72 h post-transfeccion, se agregd medio de seleccion, el cual
fue renovado cada 3 dias y al cabo de 21 dias, se aislaron clones individuales
utilizando el método del “anillo de clonacion”'’. Los niveles de expresién constitutiva
de GFP en el clon SW480-G e inducible por CoCl, en el clon SW480-HRE se
evaluaron mediante microscopia de fluorescencia directa y/o invertida.

4.7.2. SW480 HRE-shHIF — Infeccion lentiviral

Antes de generar las lineas celulares estables se determiné las dosis de seleccion de

puromicina éptima para la linea celular SW480-HRE. La dosis de seleccion se definio
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como el doble de la minima concentracion de antibidtico necesaria para eliminar el
100% de las células de tipo salvaje (no transfectadas), y fue de 80 pg/ml. Para la
produccidn de las particulas lentivirales, las céltilas HEK 293 crecidas en placas de 10
cm hasta 80-90% de confluencia fueron transfectadas con los siguientes tres
plasmidos usando el reactivo PEI, segin instrucciones del fabricante: a) 8 ug de
pCMVAB8.91 (codifican para Gag/Pol de HIV-1), b) 4 pg de pVSV-G (codifica la
glicoproteina G del Virus de la estomatitis vesicular), y c) 8 pg de pLKO.1-shRNA-
HIF-1a-1. A las 24 horas post-transfeccion los sobrenadantes que contenian las
particulas lentivirales fueron cosechadas y filtradas a través de un filtro de acetato de
celulosa de 0,22 pm de tamafio de poro. Posteriormente, las particulas fueron
centrifugadas a 12000 rpm por 2 h y luego inoculadas en las células SW480-HRE.
Después de 72 h post-infeccion, se agregé medio de seleccion, el cual fue renovado
cada 3 dias y al cabo de 21 dias, se aislaron clones individuales utilizando el método

del “anillo de clonacién”'®.

4.8. Generacion de esferoides

Para la generacién de esferoides se utilizaron 2 métodos: “gota colgante” (HD, de inglés
“hanging drop™) y “cubierta liquida” (LO, del inglés “liquid overlay™), partiendo de 1000, 5000,
10000 y 20000 células por cada esferoide. Para la técnica HD, se utilizaron como soporte placas de
Petri de 100 mm de didmetro. Las células fueron resuspendidas en medio de crecimiento no
proliferativo segtin la concentracién deseada y sembradas en forma de gotas de 30 pl en la tapa de la
placa. La base de la placa se llen6 con 20 ml de PBS para evitar la evaporacion de liquido de las
gotas'!. Para la técnica LO, se utilizaron placas de 96 pocillos con fondo redondo previamente
recubiertos con agarosa al 1%. Las células se sembraron en cada pocillo en 100 ul de medio de
crecimiento no proliferativo segin la concentraciéon deseada'’. En ambos casos, los cultivos se
incubaron en estufa a 37°C, 5% CO; durante 3 dias para permitir la formacion de los esferoides. Se
tomaron fotografias en campo claro utilizando un microscopio directo para HD y un microscopio
invertido para LO. Las mediciones del didmetro de los esferoides se realizé con el software libre
ImageJ 1.42q. Finalmente, se selecciono la técnica LO para continuar con los estudios sobre
esferoides homotipicos (compuestos sélo por células tumorales) y heterotipicos (compuestos por

células tumorales y fibroblastos en diferentes proporciones: 5,5, 10, 15, 25, 50% de fibroblastos).
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4.9. Cuantificacion de la actividad del reportero de HIF por citometria de flujo

Los esferoides generados a partir del clon SW480 HRE luego del tratamiento correspondiente
fueron disgregados con tripsina y luego resuspendidos en PBS. La cuantificacién de GFP fue
realizada por citometria de flujo (Epics XL Flow Cytometer)'® sobre la poblacién de células vivas y

los histogramas se evaluaron mediante el software FlowJo 7.6.2.

4.10. Identificacién de zonas hipoxicas (GFP +) por microcopia confocal

Para determinar la localizacion de las zonas hipdxicas dentro de los esferoides, se utilizé el
protocolo descripto por Indovina, Collini, Chiricob & Santini, 2007". Las zonas GFP + de esferoides
de 20000 células del clon SW480-HRE fueron analizados mediante microscopia confocal utilizando
el microscopio confocal Olympus FV1000 (Spectral) (CIQUIBIC-UNC-CONICET). Los nucleos
celulares fueron teflidos con Hoechst 33342 (Sigma). Se obtuvieron imagenes transversales de

secciones en el eje z del esferoide cada 10 pm.

4.11. Incorporacion de protoporfirina IX (PpIX) en cultivos 3D

Para determinar la incorporacion de PpIX en los cultivos 3D se sigui6 el protocolo descripto
por Bigelow, Mitra, Knuechel, & Foster, 2001'°. Los esferoides de 20000 células de SW480 G
fueron incubados con Me-ALA (0,3 mM) durante 4 y 24 h. La incorporacion de PpIX se evalud
mediante microscopia confocal (Aexe: 514 nm; Aep: 585 nm) utilizando el microscopio confocal
Olympus FV1000 (Spectral) (CIQUIBIC-UNC-CONICET). Las células GFP + fueron consideradas
viables. Se realiz6 un grafico del perfil de intensidad de fluorescencia de PpIX a lo largo de la
direccion horizontal de la seccidn media del eje z del esferoide (Plot profile), utilizando el software

libre ImageJ 1.42q.

4.12. Tratamiento fotodinamico

»
-

La intervenciéon fotodinamica de las células tumorales se realizd siguiendo el protocolo
descripto por Lamberti, Rumie Vittar, De Carvalho da Silva, Ferreira, & Rivarola, 2013'®. Los
esfgroides de 3 dias fueron lavados con PBS e incubados con 0,3 mM de la prodroga Me-ALA.
Luego de 24 h de incubacion, fueron irradiados con una dosis de luz letal a temperatura ambiente
(0,7 J/em®). Una vez concluida la irradiacién, se removié el medio minimo con la droga y se adiciond
medio de crecimiento proliferativo, manteniendo las células en estufa gaseada. Para realizar los

tratamientos fotodindmicos, los esferoides fueron irradiados con un equipo dotado de un sistema de
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iluminacién de multiLEDs (luz coherente), con una longitud de onda de 636 nm. La intensidad de

irradiacion de la lampara fue de 0,89 mW/cm? (Figura 20).

Figura 20. Equipo de irradiacion.

Sistema de iluminacion de multiLEDs (luz coherente), con una longitud de onda de 636 nm e intensidad de irradiacion de 0,89

mWicm®.

4.13. Evaluacion de la viabilidad celular

4.13.1. MTT

La viabilidad de las células se determind luego del tratamiento fotodindmico utilizando el
ensayo colorimétrico de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolium (MTT)"". El MTT puede
ser reducido por deshidrogenasas mitocondriales presentes en células vivas, formando un compuesto
coloreado insoluble (formazan). Después de los tratamientos realizados sobre las células crecidas en
monocapa o como esferoides, se agregd la solucion de MTT 5 mg/ml en PBS en una relacién 1/10
del volumen final durante el tiempo requerido segin el experimento (3 h para cultivos 2D, 4 h para
cultivos 3D). Los cristales formados se disolvieron con DMSO. Luego, la absorbancia se midi6
utilizando un lector de ELISA (Multiskan, Thermo) a una longitud de onda de 540 nm y se considero

directamente proporcional a la cantidad de células viables.

4.13.2. Ensayo de exclusion del colorante vital azul tripan

El azul tripan (azul diamina, azul nidgara, azul vital) es un colorante derivado de la toluidina
que posee la capacidad de tefiir a tejidos y células muertas. Los esferoides fueron disgregados con
tripsina y diluidos 1:1 con azul tripdn. Se sembré una alicuota de la dilucion en la camara de
Neubauer y se tomaron microfotografia de campo claro y fluorescencia verde. De esta forma, se
cuantificaron la cantidad de células tumorales viables GFP + y fibroblastos viables GFP -. Los
resultados fueron expresados como el porcentaje de células GFP + viables en relaciéon al recuento

realizado en esferoides homotipicos sin tratar (100% GFP +)8.
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4.14. Medicion del estado oxidativo de los esferoides

Inmediatamente después del tratamiento fotodinamico descripto en la seccion 4.12, los
esferoides de SW480 fueron lavados con PBS e incubados con 7 uM de diacetato de 2'7-
diclorofluoresceina (DCFH-DA, Sigma) en medio minimo sin rojo fenol durante 30 minutos a 37°C.
Las células son permeables al DCFH-DA vy éste, en presencia de especies reactivas del oxigeno
(ROS) y especies reactivas del nitrégeno (RNS), se convierte en 2'7'-diclorofluoresceina (DCF),
producto que no puede atravesar la membrana celular y que fluoresce a 530 nm, Iuego de una
excitacién a 488 nm'. La fluorescencia de las iméagenes obtenidas por microscopia invertida se

cuantificé utilizando el software libre ImagelJ 1.42q.

4.15. Western Blot

Para la obtencion de muestras para el analisis de expresion de proteinas, se prepard un
extracto celular de cada tratamiento realizado utilizando buffer RIPA (Tris HCI 25 mM, CINa 150
mM, NP-40 1%, Desoxicolato de Na 1%, SDS 0.1%, pH 7,6). Las muestran fueron conservadas a -
80 °C hasta su uso. El contenido proteico total de los lisados celulares fue medido siguiendo el
protocolo del kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo - 23225). Posteriormente, se realizaron geles
discontinuos para SDS-PAGE, empleando un equipo MiniProtean® 3 (BioRad) segin el protocolo
descripto por Lamberti, Rumie Vittar, De Carvalho da Silva, Ferreira, & Rivarola, 2013'%. EI gel de
resolucion se confecciond con una concentracion de acrilamida de 8% para la deteccion HIF-1a y de
10% para la deteccion de p-ERK1/2 y p-Akt mientras que el gel de apilamiento fue de 4%. Se
sembraron 60 pg de proteinas por calle y en paralelo un marcador de amplio rango de peso molecular
(Rainbow, Amersham). Antes del sembrado, las muestras se sometieron a 100°C durante 5 minutos
en buffer muestra 2X (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 25% glicerol, 2% SDS, 0,01% azul de
bromofenol). La corrida electroforética se efectud a 120 voltios constantes durante 2 horas. Luego se
recuperaron los geles para realizar la transferencia de las proteinas a membranas PVDF (Sigma) en
un equipo Trans BlotTM Cell (Bio-Rad) durante 80 minutos a una intensidad de 250 mAmp
constantes’. Una vez finalizada la transferencia, las membranas se incubaron durante 1 hora en
soluciéon de bloqueo (5% Leche descremada en PBS 1X 0,05% Tween, denominado PBS-T).
Posteriormente, se realizaron 3 lavados con PBS-T de 10 minutos cada uno. La incubacion con el
anticuerpo primario contra HIF-1a (R&D - MAB1536, 1/200) se realiz6 en solucidon de bloqueo y
con el anticuerpo primario contra pERK1/2 (Santa Cruz Biotechnology - sc-7383, 1/750) y p-Akt
(Cell Signaling #9271, 1/1000) se realiz6 en PBS-T, durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente,
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luego de otros 3 ciclos de lavados, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario anti-
mouse (Bio-Rad, 1/2000) 2 h a temperatura ambiente y en agitacion constante. Se removid el exceso
de este ultimo anticuerpo mediante lavados con PBS-T y finalmente, los complejos inmunes fueron
detectados con el reactivo Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo - 32106), segin
instrucciones del fabricante. Como control de carga se utilizo b-Actina, ERK1/2 y Akt total, segin

correspondiera.

4.16. Generacion de medios condicionados (MCs).

Los esferoides fueron lavados tres veces con PBS para eliminar toda traza de suero. Se
incubaron durante 24 h con medio de cultivo libre de suero fetal bovino sin rojo fenol segin la
relacion 6x10° cél/ml MC?. Los MCs obtenidos fueron cosechados y clarificados por centrifugacion
durante 10 min a 10000 rpm y se almacenaron posteriormente en freezer -80°C hasta el momento de

su uso. Los MCs utilizados para el analisis secretomico fueron liofilizados.

4.17. Ensayo de migracion celular en esferoides endoteliales

Con el objetivo de estudiar el efecto sobre la capacidad de migracion de las células HMEC
en respuesta al estimulo tumoral mediado por factores solubles, se realizo el ensayo de migracion
celular a partir de esferoides de células HMEC. Para realizar este ensayo se generaron esferoides de
20000 células HMEC utilizando la técnica LO. Se colocaron 10 esferoides en placas de 35 mm y una
vez adheridos a la superficie, el medio de cultivo fue reemplazado por medios condicionados
obtenidos a partir de esferoides de células tumorales durante 24 h. Posteriormente, los esferoides

fueron fijados con metanol, tefiidos con azul de toluidina y se tomaron fotografias®'.

4.18. Ensayo de formacién de tubos

Este ensayo estd basado en la diferenciacion de células endoteliales y la formacion de
estructuras de tipo tubular sobre una matriz extracelular de Matrigel (BD Bio%cience). Para
determinar el efecto del estimulo paracrino tumoral sobre el proceso de tubulogénesis, se sembraron
células HMEC a una concentracion de 2,5x10° células/ml en placas de 96 pocillos cu.biertas con 50
ul de Matrigel®. Una vez adheridas, se les adicionaron los MCs provenientes de las esferoides

tumorales. Luego de 3 h, se tomaron fotografias utilizando un microscopio éptico invertido?'.

4.19. Cuantificacion del ARNm de VEGF por RT-qPCR
El ARN total fue extraido con Trizol, segun las instrucciones del fabricante (Invitrogen Life

Technologies). Para la retrotranscripcion se utilizé la enzima M-MLV (Invitrogen), partiendo de 1

56
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ug de RNA, segtin protocolo del fabricante. Las expresiones génicas fueron determinadas mediante
qPCR con el termociclador LightCycler (Roche Diagnostics, Meylan, France) usando SYBR Premix
Ex Taq (Takara Bio). Los niveles relativos de ARNm se calcularon segun: 24CT= [(CT gen en la
muestra — CT 18S en la muestra) — (CT gen en el control — CT B-18S en el control)]*2.
Los primers utilizados fueron los siguientes:
Para VEGFa (humano):
Forward: 5" GGCGAGGCAGCTTGAGTTAA 3’
Reverse: 5" CACCGCCTCGGCTTGTC 37
Para 18S (humano):
Forward: 5’AACCCGTTGAACCCCATTCGTGAT 3’
Reverse: 5’ AGTCAAGTTCGACCGTCTTCTCAG 3’

4.20. Analisis secretomico

4.20.1. Preparacion de las muestras

Los MCs (1 ml) liofilizados se reconstituyeron en 100 pl de buffer conteniendo 50 mM
HEPES pH: 8,5, 1% SDS, 1X Protease Inhibitor Cocktail y se adicioné6 1 pl de la nucleasa
benzonasa. Las proteinas fueron reducidas utilizando 0,5 pl de 200 mM DTT en 200 mM HEPES a
45°C durante 30 min. Luego, se agregd 1 pl de 400 mM iodoacetamida en 200 mM HEPES como
agente alquilante; las muestras se incubaron en esta solucién durante 30 min a 24°C en oscuridad. La
reaccion se detuvo con 1 pL de 200 mM DTT durante 4 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se adicionaron 2 pl de perlas magnéticas Sera-Mag SP3 a cada muestra y se
homogeneiz6 adecuadamente. La mezcla proteinas-perlas magnéticas se acidificé (pH 2) a través del
agregado de 5 pl de 5% 4cido formico y acetonitrilo (100% stock) hasta obtener una concentracion
final de 50% (v/v). Luego, las muestras fueron incubadas al menos 8 minutos a temperatura ambiente
y se colocaron en el magneto durante 2 min, para posteriormente descartar el sobrenadante. Las
perlas magnéticas fueron lavadas con 200 pl de 70% etanol, incubadas 15 s, descartandose luego el
sobrenadante. Este paso fue repetido una vez mas. Posteriormente, las perlas magnéticas fueron
lavadas con 180 ul de 100% acetonitrilo, incubadas 15 s, descartdndose el sobrenadante. Todos los
lavados fueron realizados con las muestras montadas en el magneto. Finalmente, las perlas
magnéticas lavadas se reconstituyeron en 5 pl de buffer de digestion (50 mM HEPES pH 8§, 0,5 pg
tripsina/lisina C por muestra) y se incubaron durante 14 h a 37°C. Concluido el tiempo de

incubacidn, se agregd acetonitrilo a cada muestra hasta obtener un porcentaje final de 95%. Las



Materiales y Métodos

muestras fueron incubadas durante 8 min a temperatura ambiente, luego se colocaron en el magneto
por 2 min y se descarté el sobrenadante. Las perlas magnéticas fueron lavadas con 180 pl de
acetonitrilo, incubadas 15 s, y luego se descarto el sobrenadante. Posteriormente, se reconstituyeron
en 20 pl de 2% DMSO y se sonicaron durante 5 min. Las muestras sonicadas se colocaron en el
magneto y se colectaron los péptidos eluidos. Para su posterior andlisis de espectrometria de masa, la

solucién peptidica se acidificé mediante el agregado de 1 pl de 10% de acido formico®.

4.20.2. Cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS) e identificacion de
proteinas
Las muestras fueron analizadas utilizando el espectrometro de masas Orbitrap Velos. Los
datos crudos fueron analizados con el software libre MSQuant para la identificacién de los péptidos
y la cuantificacion en ausencia de sondas (LFQ, “label free quantification”)**, aplicando la base de
datos de origen humano. Las muestras se rotularon como se indica a continuacién:
e CT: Esferoides homotipicos no tratados (Repeticiones bioldgicas: repl, rep2, rep3)
¢ CT + F: Esferoides heterotipicos no tratados (Repeticiones biologicas: repla, rep2a, rep3a)
e CT TFD: Esferoides homotipicos tratados con TFD (Repeticiones bioldgicas: replb,
rep2b, rep3b)
e CT + F TFD: Esferoides heterotipicos tratados con TFD (Repeticiones bioldgicas: replc,
rep2c, rep3c).

4.20.3. Andlisis de datos

El valor LFQ correspondiente a cada proteina en cada muestra se considerd proporcional a su
concentracién®?®. Estos datos fueron analizados utilizando el software Perseus. Los valores LF Q
fueron logaritmizados (loglO(x)) y con estos resultados se confeccionaron histogramas con el

objetivo de estudiar la distribucion normal de los datos (Figura 21).
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Figura 21. Histogramas

Los histogramas se realizaron utilizando los valores LFQ logaritmizados (logl0(x)) para visualizar la distribucion normal de los

datos

Los valores de LFQ fueron nuevamente logaritmizados (log2(x)) y con estos datos se realizd
el grafico multiscatter y la matriz de correlacién de Perseus, para identificar la correlacion de datos

entre los replicados (Figura 22, Tabla IV).
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Figura 22. Grdfico multiscatter

El grdfico multiscatter se realizé utilizando los valores LFQ logaritmizados (log2(x)) para visualizar la correlacion entre los

replicados
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Table 1V, Matriz de correlacion de Perseus. Los coeficientes de correlacién cuyo valor fue mayor a 0.7 se consideraron de alta

correlacién; en la tabla se identificaron con rojo aquellos valor menores a 0.7

repl repla replb replc rep2 rep2a rep2b rep2c rep3 rep3a rep3b rep3c

NeuN 0,07 0,66 0,00 0,77 0,87 0.66 0,64 0,89 0,72 0,66 0,71 rep 1
0,067 NeuN 0,83 0,00 0,65 0,57 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,60 |mepla
0,66 0,83 NeuN 0,00 0,35 0,67 0.84 0,88 0,66 0,57 0,85 081 |replb
0,00 0,00 0,00 NeuN 0,00 (1,00 0.00 0,00 0,00 0,00 0,00 M freple
0,77 0,65 0,55 0,00 NeuN 0,80 0,70 0,62 0,71 0.81 0,62 0,71 rep2
0,87 0,57 0,67 01,00 0,80 NeuN 0,71 0,66 0,87 0,80 0,74 0,76 |rep2a
0,66 0,00 0.84 0,00 0,70 0,71 NeuN 0,88 0,66 0,63 0,93 0,84 |rep2b
0,64 0,00 0,88 (1,00 0,62 0,66 0,88 NeuN 0,59 0,55 0,94 087 |rep2c
0,89 0,00 0,66 0,00 0,71 0,87 0,66 0,59 NeuN 0,75 0,67 0,68 rep3
0,72 1,00 0,57 0,00 (1,81 0,80 0,63 0.55 0,75 NeuN 0,64 0,62 |rep3a
0,66 0,00 0,85 0,00 0,62 0,74 0,93 0,94 0,67 0,64 NeuN 0,89 [rep3b
0,71 0,60 0,81 0,00 0,71 0,76 0,84 0,87 0.68 0,62 0,89 NeuN | rep3c

Los replicados biologicos repla y replc no se utilizaron para los posteriores analisis debido a

que no cumplian con los criterios de distribucion normal ni de correlacion entre replicados.

4.20.4. Andlisis bioinformadtico de proteinas

Los archivos FASTA que contenian la secuencia de las proteinas identificadas en cada grupo
fueron analizados utilizandos los softwares libres Secretome P 2.0 y Signal P 4.1. Secretome P
genera predicciones sobre las proteinas secretadas por la via no clasica’’, mientras que SignalP
informa la presencia del péptido sefial y los sitios de clivaje’®. Para que la secrecion de una proteina
se considere mediada por vias no clasicas, ésta debe obtener un score > 0.5 y no contener la
secuencia consenso del péptido sefial. Las interacciones proteina-proteina se visualizaron a través del
software String 10%. Los procesos biolégicos enriquecidos en las muestras de proteinas se

identificaron amediante la base de datos NCI-Pathway Interaction Database (PID)*.

4.21. Ensayo de angiogénesis in vivo

Para el estudio de la angiogénesis in vivo se implantaron subcutineamente estructuras de
matrigel (“plugs”) en el flanco de ratones nude (BALB/c nu/nu). Dichas estructuras contenian una
mezcla de 250 pl de Matrigel®, bajo en factores de crecimiento, sin rojo fenol (BD Bioscience), con
200 esferoides en 50 pl de DMEM. Para la implantacién del correspondiente “plug”, los ratones
fueron anestesiados con una mezcla de ketamina, diazepam y atropina. A los 21 dias de la
implantacion, los animales fueron sometidos a eutanasia mediante dislocacion cervical. Se tomaron
fotografias de la angiogénesis periférica, es decir, los vasos sanguineos que irrigaban al “plug”

implantado. Luego, los “plugs” fueron extraidos, fotografiados y pesados®'.
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4.22. Analisis estadistico

Los resultados mostrados corresponden al promedio + error estandar (SEM) de al menos tres
experimentos independientes. El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el software Infostat, version
2012 (Universidad de Cordoba, Cérdoba, Argentina). Las diferencias entre grupos se determinaron
por el andlisis de la varianza (ANOVA) de una o dos vias. Para comparar las diferencias entre grupos
se realizo el post-test de Bonferroni. La normalidad fue analizada utilizando la prueba de Shapiro
Wilks, mientras que la homogeneidad de varianza fue analizada con el test de Levene. Cuando las
variables no seguian una distribucion normal o no cumplian con la homogeneidad de varianza fueron
transformadas con operaciones aritméticas. Se consideraron significativos los valores de p igual o
menor a 0,05. Los gréficos se realizaron con el software GraphPad Prism 4. Referencia de figuras:

p<0,05 = *; p<0,01 = **; p<0,001 = ***,
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5. Resultados y discusion

5.1. Actividad fotodinamica sobre células de cancer colorrectal con diferente grado de
diferenciacion

En el presente estudio se utilizaron inicialmente dos modelos de carcinoma colorrectal: la
linea celular SW480, indiferenciada', y la linea Caco-2, con mayor grado de diferenciacién y
morfologia epitelialz. Para los ensayos de fotosensibilizacion, se aplico el protocolo convencional de
TFD que consistio en incubar las células neopldsicas con la droga precursora Me-ALA durante 4 h

para permitir la formacién de protoporfirina IX (PpIX, fotosensibilizador enddégeno), y

\
\ MultiLEDs (luz coherente)
‘\

posteriormente exponerlas a dosis de luz crecientes® (Figura 23).

A =636 nm; 0,89 mW/cm?

Protoporfirina
IX (PpIX)

Figura 23. Protocolo de fotosensibilizacion convencional.
Las células tumorales fueron incubadas en presencia de la prodroga Me-ALA durante 4 h para permitir la formacion del

Jfotosensibilizador PpIX. Posteriormente, las células fueron irradiadas con luz roja (A: 636 nm) para excitar al fotosensibilizador.

Al combinar la incorporaciéon del FS con la luz, la viabilidad de las células tumorales
disminuy6 de forma proporcional al incremento de la dosis de irradiacion empleada, evidenciando
actividad fotodindmica y sensibilidad celular (Figura 24A y 24B). Para conocer si el grado de
diferenciacion del tumor puede influir sobre la respuesta a la TFD, se compararon las DL50 (dosis de
TFD que ocasiona el 50% de muerte celular) de las diferentes lineas de cancer de colon aplicando
una regresion no lineal a los datos. Utilizando 1 mM de Me-ALA, fue necesaria una irradiacion de

0,032+0,002 J/cm? y 0,211+0,002 J/cm? para la linea SW480 y Caco-2 respectivamente.
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Teniendo en cuenta que la especificidad de la TFD esta en parte determinada por la accién
combinada de tres componentes (FS, luz y O,), el dafio causado en forma individual por alguno de
ellos desestima su posible aplicacion, ya que dichos componentes por si solos deben ser inocuos®. En
este sentido, la proliferacion de las células tumorales creciendo en monocapa no se vio afectada
cuando fueron irradiadas sin la previa incorporacién de la pro-droga (Me-ALA 0 mM) ni cuando
fueron incubadas con Me-ALA sin irradiacion posterior (0 J/em?), excepto en el caso de la linea
SW480, cuya viabilidad disminuyé significaticamente en presencia de 1 mM de Me-ALA (Figura
24). Por esta razon, esta concentracion de la prodroga fue excluida en posteriores estudios sobre la

linea SW480.
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Figura 24. La intervencion fotodindmica disminuye la viabilidad de células de carcinoma colorrectal.

Las células SW480 (4, 2x10° cél/ml) y Caco-2 (B, 1x10° cél/ml) crecidas en monocapa fueron incubadas durante 4 h en presencia de
Me-ALA (1 mM para Caco-2, 0,3 mM y 1 mM para SW480) y luego irradiadas con dosis de luz creciente (0-0,4 Jiem?). A las 24 h
post-tratamiento, se evalué la viabilidad celular a través del ensayo de MTT y se expresé como porcentaje con respecto al control sin
irradiar. Los valores de DL50 para cada linea celular fueron determinados a través de la confeccion de curvas dosis-respuesta

aplicando una regresion no-lineal a los datos (GraphPad Prism).

Los datos obtenidos sugieren una correlacion entre el grado de diferenciacion celular y la
resistencia terapéutica. Estas observaciones pueden ser explicadas, al menos en parte, por la
expresion diferencial que presentan estas lineas celulares en las enzimas responsables de la
acumulacion intracelular de PpIX: PBGD (porfobilinogeno deaminasa, Figura 7), productora de
PpIX, y FC (ferroquelatasa, Figura 7) y ABCG2 (del inglés, “ATP-binding cassette sub-family G
member 2”) removedoras de PpIX>~. Mientras Caco-2 presenta alta actividad de FC y ABCG2 y baja
actividad de PBGD, la linea SW480 demuestra lo contrario, lo que argumenta una mayor
acumulacién de PpIX y consecuentemente una mayor sensibilidad a los posteriores ensayos de

. . ., 36 . . . .., ,
irradiacion™. Por otro lado, estudios recientes demostraron que la diferenciacion celular afecté la
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susceptibilidad de células tumorales de neuroblastoma al tratamiento fotodindmico, en concordacia

7
con lo observado en nuestros ensayos'.

5.2. Implicancia de la hipoxia en la resistencia al tratamiento fotodiniamico

Como se mencioné en la seccidon 1.10, las condiciones dentro del microambiente tumoral
difieren considerablemente de aquéllas dentro del tejido normal. La hipoxia, definida como baja
presion de oxigeno, caracteriza a los tumores y afecta significativamente la respuesta de las células
neoplasicas a la quimio y radioterapia®. El factor de transcripcion HIF-1, activado por hipoxia, es
clave en la modulacion de la resistencia a intervenciones antitumorales, debido a que regula la
transcripcion de genes involucrados en el eflujo de drogas, inhibicion de apoptosis, senescencia y
dafio al ADN e induccién de autofagia®. Ademas, en lo que respecta a la TFD como modalidad
terapéutica, el oxigeno molecular ha sido sefialado en si mismo como factor fundamental dentro del
mecanismo de fototoxicidad, siendo esta terapia altamente dependiente de O,°. Es por ello que desde
hace muchos afios se investiga como afecta el microambiente hipéxico donde se desarrolla el tumor
en la respuesta a la intervencion fotodinamica.

Las enzimas prolil hidroxilasas (PHDs) son las iniciadoras de la cascada de sefiales que
finaliza en la desestabilizacién de HIF-1a en normoxia. Las PHDs son dioxigenasas que catalizan la
hidroxilacion de residuos de prolina especificos en la subunidad alfa de HIF, requerimiento esencial
para su posterior ubiquitinacion y degradacion por proteasoma. Estas dioxigenasas utilizan oxigeno y
2-oxoglutarato como co-substratos, por lo cual su actividad se inhibe bajo condiciones hipdxicas, y
ascorbato y hierro como cofactores. Se ha reportado que el cobalto (II) inhibe a las PHDs debido a
que reduce el ascorbato intracelular. Por ello, en el presente trabajo se utilizo el tratamiento con

1011 para

CoCl; como mimético de hipoxia debido a su actividad inhibitoria sobre las enzimas PHDs
corroborar su eficiencia como herramienta para imitar la estabilizacion de HIF-1a que caracteriza las
regiones hipdxicas del tumor, se analiz6 la expresion de esta subunidad proteica en la linea SW480
creciendo bajo condiciones de normoxia (21% O,) en ausencia y presencia de CoCl, y en
condiciones hipdxicas (1% O,) (Figura 25A). Se demostr6 que tanto la hipoxia como el CoCl,
estabilizaron exitosamente la expresion de HIF-1a. La induccién quimica de HIF-la también se
observo en la linea Caco-2, de forma proporcional a la concentracion de CoCl, (Figura 25B).
Posteriormente, las células creciendo en presencia de CoCl, fueron sometidas al tratamiento

fotodinamico. La sobreexpresion de HIF-1a manifesté una correlacion positiva con un aumento de la

resistencia de las células tumorales a la intervencion fotodindmica (Figura 25C y 25D).
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Figura 25. La activacién de HIF-1a induce resistencia al tratamiento fotodindmico.

Las células (4) SW480 (2x10° cél/ml) crecidas en monocapa fueron incubadas durante 24 h en normoxia en ausencia y presencia de
400 uM de CoCl,y bajo condiciones hipoxicas. La células Caco-2 (I1x1 0’ cél/ml) crecidas en monocapa fueron incubadas con
concentraciones crecientes de CoCl, durante 24 h. Posteriormente se extrajeron las proteinas celulares totales. Alicuotas conteniendo
cantidades equivalentes de proteinas (60 ug) fueron sembradas en un gel al 8% y transferidas a membranas PVDF. Para la deteccidn
de HIF-1a se utilizé un anticuerpo monoclonal contra HIF-1a (R&D — MABI1536) y para la deteccion de B-actina se utilizé un
anticuerpo monoclonal contra f-actina (Calbiochem — CP01). Los complejos inmunes fueron detectados por quimioluminiscencia.
Para el ensayo de viabilidad, las células (C) SW480 (1,6x1 0’ cél/ml) y (D) Caco-2 (0,8 x10° cél/ml) crecidas en monocapa fueron
incubadas durante 24 h con CoCl, (400 uM). Luego, fueron incubadas durante 4 h en presencia de Me-ALA (I mM para Caco-2y 0,3
mM para SW480) e irradiadas (0,3 Jiem?). 24 h posteriores al tratamiento, se evalué la viabilidad celular a través del ensayo de MTT
y se expres6 como porcentaje con respecto al control sin tratar (100%, linea de puntos). Referencias: Control, células sin tratar; Me-
ALA, células incubadas con la droga sin irradiar; Luz, células irradiadas sin la droga; TFD, células incubadas con la droga'y

posteriormente irradiadas. Andlisis estadistico: Anova en dos vias, Bonferroni post-test, *** p < 0,001.

En concordancia con nuestros hallazgos, otro estudio in vitro utilizando ALA como FS asoci6
la induccion quimica de HIF-la en normoxia con la resistencia a la TFD'. Por otro lado, se
correlaciond la disminucién de la sensibilidad al tratamiento fotodindmico bajo hipoxia con una
menor conversion de ALA a PpIX'%.

Muchos autores han investigado la relacion existente entre la oxigenacion del tumor y la
eficiencia terapéutica de la TFD, principalmente sobre modelos in vivo. Se ha reportado una
asociacion negativa entre la hipoxia y la citotoxicidad de la TFD sélo cuando los FSs aplicados

actian a través del mecanismo de tipo II, dependiente de oxigeno, como es el caso de
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dihematoporfirina eter'>, 5,10,15,20-tetrakis (meso-hidroxifenil) porfirina (m-THPP)", hipericina'>,
P

porfimero soédico (Photofrin®)'®. La mayoria de estos estudios coinciden en que no se observé
fototoxicidad en anoxia, y gue la viabilidad tumoral disminuyé de forma proporcional al aumento de
la presion de oxigeno. La incorporacion del FS en las células no se vio influenciado por la hipoxia,
indicando que el mecanismo de resistencia reportado no esta relacionado a fendmenos de transporte
o eflujo de drogas. En muchos casos, la hiperoxigenacion revirtio la resistencia a la TFD'"'8, Una
estrategia sugerida por otros investigadores consistié en la aplicacion de FSs cuyo mecanismo de
accion no involucre al O,, es decir, de tipo I, con preferencia en localizarse en regiones hipoxicas, tal
es el caso de 5-etilamino-9-dietilaminobenzo(a)fenotiazinio (EtNBS)'**°.

En estudios clinicos, se demostr6é que pacientes con cancer colorrectal con marcada expresion
de HIF-1a en el area tumoral previa al tratamiento mostraron una escasa respuesta a la posterior
intervencion terapéutica. Teniendo en cuenta que la proteina HIF-lo es un marcador clave de la

hipoxia, y que esta condicion influye significativamente en la respuesta a la TFD, se propuso como

factor predictivo de la efectividad del tratamiento fotodinamico®'.

5.3. Modelo de cultivo tridimensional como estrategia para imitar la arquitectura
tumoral

En los tltimos afios, se ha demostrado que la simulacion de las condiciones 3D
representativas de la morfologia tumoral asegura la reproduccion de interacciones célula-célula y
célula-matriz existentes en los tejidos reales®”. Los modelos de cultivos en esferoides permiten el
estudio de procesos bioldgicos en un ambiente que imita la arquitectura tumoral in vivo, recreando de
forma maés precisa el contexto fisioldgico en donde se desarrolla la enfermedad.

Las técnicas HD y LO son especialmente Utiles para generar esferoides tridimensionales de
tamafios definidos que puedan ser empleados en el estudio de eventos celulares o moleculares

1 y la interaccion de dos tipos diferentes de células®*?’. Por ello, en el

durante la invasiéon tumora
presente trabajo, inicialmente se ensayaron estas dos técnicas para generar cultivos 3D, partiendo de
diferentes cantidades de células en medio de crecimiento no proliferativo. Se observé que el tamafio
de los esferoides generados luego de 3 dias de incubacion fue proporcional a la cantidad de células
iniciales (Figura 26). Luego de un exhaustivo analisis, se seleccioné a la técnica LO sobre HD por

ser mas reproducible, rapida y por generar esferoides mas homogéneos.
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Figura 26. Crecimiento tridimensional de las células de cdncer colorrectal.,
Las células (4y C) SW480 y (B y D) Caco-2 (1000, 5000, 10000y 20000 células) fueron sembradas en placas de 96 pocillos con

fondo redondo previamente recubiertas de agarosa 1% (técnica LO) o en gotas de 30 pd en la tapa de placas de Petri (técnica HD) en

medio de crecimiento no proliferativo. Luego de 3 dias de incubacion, se tomaron las fotos con el aumento 4X del objetivo. El

didmetro de los esferoides generados se midié utilizando el software ImageJ.
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En los cultivos 3D generados a partir de la linea Caco-2, mds diferenciada, se observd la
presencia de cistos en la periferia. Este patron de distribucion espacial es considerado un paso crucial
para la morfogénesis epitelial ya que dentro de estas estructuras las células se conectan unas con
otras y adoptan la polarizacion caracteristica desde la superficie apical hacia el lumen intestinal®**’.
Una correcta polarizacion es fundamental para el desarrollo de érganos y tejidos, y se ha observado
que en muchos tipos de cancer este proceso presenta anormalidades que se asocian con la promocién
neoplésica2 8 En este sentido, la linea Caco-2 ha sido utilizada como modelo de estudio en ensayos
de diferenciacion de epitelio intestinal* ' y de transporte transepitelial3 233 debido a su capacidad de
expresar marcadores morfologicos y bioquimicos asociados a enterocitos adultos diferenciados.
Ademas, ciertos reportes indican que cuando las células Caco-2 crecen sobre membranas recubiertas
de colageno generan una monocapa de células polarizadas similar a aquellas descriptas en el epitelio
simple columnar del intestino. Bajo estas condiciones, son capaces de diferenciarse en células
similares a las de las criptas y microvellosidades intestinales, dependiendo de la fase de crecimiento
en la que se encuentren® >,

Teniendo en cuenta la semejanza de la linea celular Caco-2 con los enterocitos no malignos,
en el presente proyecto no consideramos pertinente continuar con el estudio en este modelo debido a

que no cuenta con caracteristicas propias del microambiente tumoral.

5.4. Implicancia de la arquitectura tumoral en la respuesta a la intervencion
fotodinamica

Para determinar la implicancia de la arquitectura tridimensional sobre la eficiencia de 1a TFD
en términos de viabilidad celular, se generaron los esferoides de la linea SW480 segun los
parametros definidos previamente.

Las condiciones de tratamiento fotodindmico para los cultivos tumorales 3D fueron
establecidas teniendo en cuenta los resultados obtenidos para los cultivos en monocapa,
correspondientes al protocolo convencional descripto previamente (Figura 23). De esta forma, los
primeros ensayos de fotosensibilizacion de esferoides de SW480 mostraron que la combinacion de la
incubacién de 0,3 mM de Me-ALA durante 4 h y la irradiacion posterior no logré reducir la
viabilidad celular a mas de un 40%, independientemente del aumento de la dosis de luz aplicada
(Figura 27). La DL50 sobre los cultivos 3D se obtuvo al irradiarlos con 0,883+0,005 J/cm®. La
comparacion de este valor con lo reportado en los ensayos sobre cultivos 2D (DL50 para 0.3 mM de
Me-ALA: 0,301£0,002 J/cm?) sugiere que la arquitectura tumoral esta fuertemente asociada a un

aumento de la resistencia terapéutica.
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Figura 27. El protocolo convencional de terapia fotodindmica no afecta significativamente la viabilidad de esferoides de células de
cdncer colorrectal.
Los esferoides de SW480 (20000 células por esferoide) se incubaron durante 4 h en ausencia (0 mM) y presencia de Me-ALA (0,3
mM) y luego fueron irradiados con dosis de luz creciente (0-1,5 Jicm?). A las 24 h posteriores al tratamiento, se evalué la viabilidad
‘ celular a través del ensayo de MTT y se expreso como porcentaje con respecto al control sin irradiar. Los valores de DL50 fueron

determinados a través de la confeccién de curvas dosis-respuesta aplicando una regresion no-lineal a los datos (GraphPad Prism).

A continuaciéon, se modificé el protocolo de fotosensibilizacion con el objetivo de
incrementar la citotoxicidad de la TFD sobre los esferoides tumorales. Para ello, el tiempo de
incubacién de los cultivos 3D de células de cancer colorrectal SW480 en presencia de la prodroga

Me-ALA se prolong6 a 24 h. Posteriormente, fueron irradiados con dosis de luz crecientes (Figura
28).
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Figura 28. Nuevo protocolo de fotosensibilizacion.
Las células tumorales fueron incubadas en presencia de la prodroga Me-ALA durante 24 h para permitir la formacién del

Jotosensibilizador PpIX. Posteriormente, las células fueron irradiadas con luz roja (A: 636 nm) para excitar al fotosensibilizador.
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Se demostré que el nuevo protocolo de fotosensibilizacion redujo significativamente la
| viabilidad de los microtumores de forma proporcional al incremento de la dosis de irradiacion
empleada (Figura 29A). Asimismo, el aumento del tiempo de incubacién con {a prodroga se tradujo
| en una notable disminucién de la DL50 (0,326+0,005 J/em?). A medida que aument6 la dosis de luz
aplicada y consecuentemente la citotoxicidad terapéutica, la poblacion de células viables (MTT

positivas) se concentr6 en el centro del esferoide (Figura 29B). Las viabilidad de las células sin tratar

o incubadas con la droga sin ser posteriormente irradiadas no fue afectada (Figura 29A).
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Figura 29. La terapia fotodindmica disminuye la viabilidad de esferoides de células de cdncer colorrectal.
(A) Los esferoides de SW480 (20000 células por esferoide) se incubaron durante 24 h en ausencia (0 mM) y presencia de Me-ALA (0,3

mM) y luego fueron irradiados con dosis de luz creciente (0-1,5 Jiem?®). A las 24 h posteriores al tratamiento, se evalué la viabilidad
celular a través del ensayo de MTT y se expresé como porcentaje con respecto al control sin irradiar. Los valores de DL50 para cada
linea celular fueron determinados a través de la confeccién de curvas dosis-respuesta aplicando una regresion no-lineal a los datos
(GraphPad Prism). (B) Imdgenes en campo claro de los esferoides en donde se evidencia en oscuro el drea de células vivas (MTT

positivas).

Estos resultados mostraron que con condiciones terapéuticas equivalentes en términos de
concentracion de prodroga y dosis de luz, los esferoides debieron ser incubados 20 h adicionales en
presencia de Me-ALA para obtener efectos citotoxicos comparables entre los cultivos 2D y 3D.

Numerosos trabajos han demostrado una mayor sensibilidad de los cultivos 2D a la

intervencion fotodindmica en comparacion con los cultivos 3D, aplicando diversos FSs como
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Photofrin®*¢, derivado de hematoporﬁrina3 T hipericina38, mTHPC>®. Asimismo, también se observod
que la sensibilidad de los esferoides disminuye de forma proporcional al aumento de su tamafio>**°.
Otros investigadores mostraron que la proliferacion de los esferoides fotosensibilizados se
correlacion6 con la intensidad de irradiacién*'. Asimismo, la distribucién espacial del consumo
fotoquimico de oxigeno dentro del esferoide es dependiente de la intensidad de la luz, afectando la
citotoxicidad de la terapia®’.

Con estos resultados iniciales, se concluye que la arquitectura tumoral influye en la
sensibilidad de las células tumorales al tratamiento fotodindmico. Las vias de seiializacion
dependientes del contacto célula-célula y células-matriz, la incorporacion y metabolsimo

heterogéneos de la droga, la hipoxia y las barreras fisicas que impiden la penetracién de la luz son

algunos factores que pueden explicar la resistencia de los cultivos 3D a la intervencién fotodinamica.

5.5. Analisis de factores asociados a Ia fotorresistencia terapéutica de los microtumores

Como se menciond anteriormente, los responsables del efecto fotodinamico son el FS, luz y
el oxigeno. La combinacion espacio-temporal de ellos resulta fundamental para la eficiencia
terapéutica y es el determinante clave de la selectividad de la TFD. Del mismo modo, la falta o
carencia de alguno de estos agentes condiciona el éxito del tratamiento®. Es por ello que a
continuacién se propuso estudiar el comportamiento de estos parametros en relacion a la respuesta

fotodinamica de los cultivos tridimensionales.

5.5.1. Profundidad de penetracion de la luz visible

Una de las principales limitaciones de la TFD es la profundidad de la lesion a tratar. La luz de
longitud de onda de 636 nm, utilizada para excitar ciertos FS como PpIX y Photofrin, tiene la
capacidad de penetrar hasta aproximadamente 5 mm (Figura 30). En este sentido, se ha reportado
que el tratamiento con Photofrin logré una reduccion tumoral con una profundidad promedio de 0,6

cm (rango: 0,3 a 1,5 cm) en pacientes con adenocarcinomas rectales y sigmoides®.
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Figura 30. Penetracion de la luz en los tejidos a diferentes longitudes de onda..
La profundidad de penetracion en los tejidos aumenta de forma proporcional a la longitud de onda dentro del espectro UV-visible.

Imagen obtenida de http://www.cicnetwork.es/entornocic/nuevos-materiales-de-conversion/ **,

Los factores més relevantes que obstaculizan la llegada de la luz incluyen tanto la presencia
de coagulos de sangre y necrosis dentro del tumor como la absorcion de luz por el propio
fotosensibilizador*’. Otro inconveniente es el costo y el mantenimiento de las fuentes de irradiacion,
principalmente los equipos acoplados a laser de longitud de onda especifica. Si bien este
instrumental cuenta con una alta especifidad e intensidad, cuando se utiliza como FS a la PpIX, como
en el presente estudio, resulta de gran utilidad la incorporacién de equipos de irradiacién cuyo
alcance incorpore un rango mas amplio de longitudes de onda. Esto se debe a que la activacion de la
PpIX promueve la formacién de un fotoproducto denominado fotoprotoporfirina, el cual se
fotoactiva al ser irradiado a una longitud de onda de 670 nm*. Es por esto que el equipo de
irradiacion seleccionado en este proyecto si bien cuenta con un pico de emision de 636 nm, mantiene
la capacidad de emitir, aunque a menor intensidad, longitudes de onda dentro del espectro de luz
roja.

Nuestro modelo de estudio esta representado por esferoides que imitan las primeras etapas de
los microtumores avasculares, con un didmetro no supera 1 mm (Figura 26). Por ello, descartamos
que la penetracion de la luz de A=636 nm, con un maximo de 5 mm, sea un factor limitante que

condicione el éxito terapéutico de la TFD.

5.5.2. Generacion de Protoporfirina IX (PpIX) en esferoides de carcinoma colorrectal
En general, se considera que la administracién exdgena de fotosensibilizadores otorga una
mayor flexibilidad en el tiempo de espera para la posterior irradiacion, ya que no requieren de la

conversion de los mismos en compuestos fotorreactivos en el tejido diana. En este sentido, se ha
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reportado que la irradiacion utilizando Photofrin como FS puede realizarse entre 40 a 50 h después
de la administracion del farmaco, mientras que las aplicaciones secundarias se pueden realizar 96 a
120 horas posteriores a la inyeccion. Sin embargo, la fotosensibilizacién endogena con ALA y sus
derivados requiere de la sintesis PpIX por parte del tumor. La generacion de la PpIX presenta una
cinética que varia entre los pacientes. Resulta fundamental determinar el momento post-inoculacién
en el que la concentracion de PpIX en el tejido diana alcanza un nivel suficiente para que la TFD
pueda ser eficiente®’.

Por ello, se propuso investigar la incorporacién de Me-ALA y su posterior generacion de
PpIX en los esferoides de carcinoma colorrectal. Para optimizar el andlisis, se generd una linea
estable que expresa constitutivamente GFP (SW480-G). Utilizando el clon SW480-G se generaron
cultivos 3D y se incubaron con Me-ALA durante 4 y 24 h, tiempos correspondientes al tratamiento
convencional y al protocolo modificado propuesto en este trabajo, respectivamente. De esta forma, la
poblacion de células viables fue GFP +, mientras que PpIX present6 fluorescencia roja.

La generacién de PpIX fue significativa a las 24 h de incubacion de los esferoides con Me-
ALA (Figura 31). Los valores de fluorescencia de PpIX se normalizaron con los valores de
fluorescencia de GFP, marcador de células viables, para descartar que la disminucién de la
fluorescencia del FS se deba a una disminucién de la viabilidad celular (Figura 31B). De esta
manera, al analizar los perfiles de intensidad de las sefiales en la seccion media del eje z por
microscopia confocal, se observé que la distribucion del fotosensibilizador no fue homogénea en
todo el plano xy del esferoide, siendo mayor en la periferia del mismo y disminuyendo hacia el

centro (Figura 31).
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Figura 31. La formacion de PpIX en cultivos no es homogénea luego de 24 hs de incubacion con Me-ALA.

Los esferoides de SW480-G (20000 células por esferoide) se incubaron durante 4y 24 h con Me-ALA (0,3 mM). (4) La fluorescencia
de PpIX (Auxe: 514 nm; Aoy 585 nm) y GFP (células viables) se observd por microscopia confocal en la seccion media del esferoide.
(B) La cuantificacion de PplX se realizé mediante un grdfico del perfil de intensidad de fluorescencia a lo largo de la direccidn
horizontal de la seccién media del eje z del esferoide (linea roja sobre la zona verde en la representacion esquemdtica del esferoide),

utilizando el software libre ImageJ 1.42q.

Reportes previos han mostrado una disminuciéon de la sensibilidad al tratamiento
fotodinamico bajo hipoxia debido a una menor conversion de ALA a PpIX'%. La disminucién del
fotosensibilizador podria fundamentar al menos en parte la resistencia a la TFD observada

previamente en dicho estrato celular dentro del cultivo tridimensional.

5.5.3. Estudio de la activacion de HIF en el modelo tridimiensional desarrollado

La hipoxia intratumoral es clave en la modulacién de la resistencia a intervenciones
antitumorales, debido en parte a que regula la incorporacién y acumulacion de drogas terapéuticas,
evento comandados por el factor de transcripcion HIF®. Por ello, se propuso caracterizar la actividad

del factor de transcripcion activado por hipoxia en los cultivos 3D de carcinoma colorrectal.
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Como herramienta de estudio, las células SW480 fueron transfectadas de forma estable con el
plasmido pEF/myc/cyto SHRE-EGFP, cedido por el Dr. Foster (Universidad de Rochester, EE
UU)®, el cual codifica para el reportero de HIF denominado HRE-GFP. Este reportero estd
constituido por el gen de la proteina GFP bajo el control de un promotor que contiene 5 copias de 35
pb de la regién HRE del promotor de VEGF®. Las células se seleccionaron con neomiciona y se
aislaron a través del método de anillo de clonacién (del inglés, “cloning ring”); el clon celular
obtenido fue denominado SW480-HRE. La estabilizacion de HIF-1a luego del tratamiento de las
células SW480-HRE con CoCl, (Figura 32A) se correlaciond con un aumento en la fluorescencia de
GFP (Figura 32B). De esta manera se corrobord la sensibilidad y especifidad de esta herramienta
para investigar los cambios en el patron de expresion de HIF en funciéon de los diferentes
tratamientos o esquemas experimentales que posteriormente seran aplicados. Teniendo en cuenta que
HIF-1 y HIF-2, a pesar de regular la expresion génica de forma diferencial, comparten caracteristicas
estructurales y se unen al elemento HRE**™>?, la linea SW480-HRE permitira evaluar eficientemente

la actividad de ambas isoformas.
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Figura 32. El clon celular SW480-HRE es un herramienta eficiente para detectar la actividad de HIF.

La linea celular SW480 fue transfectada establemente con el plasmido pEF/myc/cytoSHRE-EGFP, el cual codifica para el reportero
de HIF denominado HRE-GFP. Este reportero estd constituido por el gen de la proteina GFP bajo el control de un promotor que
contiene 5 copias de 35 pb de la region HRE del promotor de VEGF. El clon celular aislado fue denominado SW480-HRE. Para

corroborar la sensibilidad y especifidad de esta herramienta, el clon SW480 HRE fue tratado con CoCl, (400 uM) durante 24 h. (4)
Posteriormente, las proteinas se recolectaron utilizando el buffer RIPA y alicuotas conteniendo cantidades equivalentes (60 ug)

Sueron sembradas en SDS-PAGE 8% y transferidas a membranas PVDF. Para la deteccion de HIF-1a se utilizé un anticuerpo
monoclonal contra HIF-1a (R&D — MAB1536) y para la deteccion de f-actina se utilizé un anticuerpo monoclonal contra f-actina

(Calbiochem — CPOI). Los complejos inmunes fueron detectados por quimioluminiscencia. (B). La expresion se correlacioné con el

aumento de fluorescencia de GFP observado por microscopia de fluorescencia directa.
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Los esferoides multicelulares son novedosos modelos experimentales que imitan los
gradientes de O,, pH y nutrientes que se observa en un tumor real vivo’ 334 Antecedentes previos
demostraron que los cultivos tridimensionales desarrollan los estratos hipdxicos caracteristicos de las
neoplasias® .

Para confirmar que los cultivos tridimensionales de células SW480 representan un
microambiente hipoxico con alta actividad de HIF, se generaron esferoides del clon SW480-HRE a
partir de nimero de células iniciales crecientes. Luego de 3 dias, los microtumores resultantes
presentaron un aumento del didmetro proporcional al numero de células iniciales. Las imdgenes de
microscopia de fluorescencia demostraron que la activacion de HIF incrementd proporcionalmente
con el didmetro de los esferoides (Figura 33A), lo que se corrobord al cuantificar la expresion de
GFP (células HIF +) por citometria de flujo (Figura 33B).

GFP
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Figura 33. La actividad de HIF en los esferoides tumorales es proporcional a su tamajio.
Se generaron esferoides a partir de 1000, 5000, 10000 y 20000 células iniciales del clon SW480-HRE utilizando la técnica “cubierta
liguida” durante 72 h. (4) Se tomaron fotografias de campo claro y fluorescencia utilizando un microscopio de epifluorescencia. (B)
Los histogramas correspondientes a la fluorescencia de GFP cuantificada por citometria de flujo se analizaron con el software

FlowJo; la linea de puntos vertical marca la divisién entre la poblacién GFP positiva (derecha) y GFP negativa (izquierda).

El analisis de las diferentes secciones en el eje z del cultivo 3D se realizd por microscopia
confocal (Figura 34A). Al cuantificar la expresion de GFP en los diferentes estratos intratumorales,

se demostro que las células hipoxicas GFP + comenzaron a observarse a aproximadamente 50 um de
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la periferia (Figura 34A y 34B), probablemente debido a la distancia méaxima de difusion del 0,%. Al
evaluar la imagen correspondiente al corte medio del esferoide donde convergen los ejes y, X y z, se
confirmé que las regiones hipoxicas GFP + se concentraron en el centro del esferoide (Figura 34C),

zona que anteriormente se observé que era mas resistente a la TFD.
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Figura 34. Los esferoides multicelulares de SW480 representan el microambiente hipoxico.

Se generaron esferoides a partir de 20000 células iniciales del clon SW480-HRE utilizando la técnica “cubierta liquida”, durante 72
h. (4) Se tomaron fotografias por microscopia confocal a lo largo del eje z. (B) La fluorescencia de GFP en los diferentes estratos
intratumorales se cuantificé utilizando el software ImageJ 1.42q . (C) Las regiones hipéxicas (GFP +) se concentraron en el centro de
los esferoides, evento observado a través de la superposicion con imdgenes representativas de tincion nuclear. Este andlisis fue
realizado en fotografias correspondientes a la seccién media donde convergen los ejes y, x y z (zona verde en la representacion

esquemdtica del esferoide).

La activacién de HIF en las zonas de baja presion de O, dentro del tumor regula la expresiéon
de numerosos genes asociados a fendémenos de progresion tumoral. Entre ellos se encuentra el factor

de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), modulador clave del proceso de angiogénesis
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desencadenado como mecanismo de adaptacion a la hipoxia intratumoral®'. Por ello, a continuacién,
con el fin de corroborar la semejanza de los esferoides de carcinoma colorrectal con los
microtumores avasculares hipdxicos, se cuantificé el ARNm de VEGF.

La expresion de VEGF aument6 significativamente luego de la incubacion de los cultivos 2D
con el mimético de hipoxia CoCl, y en los cultivos 3D (Figura 35), en comparacién a los cultivos
creciendo en monocapa, evento asociado positivamente al aumento de HIF reportado en ensayos
anteriores (seccién 5.2 y 5.5.3). Estos resultados sustentan la aplicacion de esferoides tumorales
como estrategia experimental utilizada para imitar microtumores hipoxicos, cuyo fenotipo de

adaptacion a la hipoxia se encuentra activo y regulado por HIF.
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Figura 35. VEGF se encuentra sobreexpresado en esferoides tumorales.

Las células SW480 crecidas en monocapa fueron incubadas durante 24 h en normoxia.en ausencia (Cultivo 2D) y presencia de 400
pM de CoCl, (Cultivo 2D + CoCly) y bajo condiciones experimentales que permitieran la formacion de esferoides tridimensionales
(20000 células iniciales, técnica LO, 72 h de incubacion en medio no proliferativo) (Cultivos 3D). EI ARN total fue extraido con
Trizol, segun las instrucciones del fabricante (Invitrogen Life Technologies). Para la retrotranscripcion se utilizé la enzima M-MLV
(Invitrogen), partiendo de 1 ug de RNA, segun protocolo del fabricante. Las expresiones génicas fueron determinadas mediante gPCR
con el termociclador LightCycler (Roche Diagnostics, Meylan, France) usando SYBR Premix Ex Taq (Takara Bio). Los niveles
relativos de ARNm se calcularon segun: 3= fer gen en la muestra — CT 18S en la muestra) — (CT gen en el control — CT B-18S
en el control)] y los valores de expresion se normalizaron a los valores obtenidos en el cultivo 2D. Andlisis estadistico: Anova en una

via, Bonferroni post-test, ¥** p < 0,001.

Dentro de los genes regulados por HIF se encuentran la ferroquelatasa, enzima removedora
de PpIX debido a que cataliza la adicién de hierro para convertirla en hemo®®, y ABCG2 (del
inglés “ATP-binding cassette sub-family G member 2”), bomba exportadora de PpIX al exterior de

3,5,64,65

la célula . Asimismo, se ha reportado una asociacién directa entre la inhibiciéon de la

sensibilidad al tratamiento fotodindmico bajo hipoxia con una menor conversién de ALA a PpIX'2.
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Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de genes regulados por el factor HIF-1a.,
independientemente de la presién de oxigeno ambiental, le confiere a las células tumorales un
fenotipo resistente al tratamiento fotodinamico. Estas observaciones podrian ser fundamentadas al
menos en parte por la correlacion entre la disminucién de la fluorescencia de PpIX observada en el
centro del esferoide con la activacion de HIF evidenciada en esta misma zona (Figura 36). Estos
resultados concuerdan con lo observado en la seccion 5.2, en donde se evidencia que la induccion

quimica de hipoxia confiere resistencia a la intervencion fotodinamica in vitro.

Mayor actividad de HIF === Menor acumulacion === Mayor resistencia ala
(menor presion de O,) de PplX TFD

Figura 36. Relacion entre actividad de HIF, acumulacién de PpIX y eficiencia terapéutica de la TFD.
En las dreas centrales de los esferoides tumorales se observa un aumento significativo de la actividad de HIF| Por otro lado, se
genera un gradiente negativo de PplX desde la periferia hacia el centro. Estos eventos podrian explicar al menos en parte la

resistencia a la fotosensibilizacion reportada en el interior de los microtumores.

5.6. Relevancia del bloqueo de HIF-1o en la sensibilidad de las células tumorales al
tratamiento fotodinamico

Con el fin de confirmar la relevancia funcional de HIF en la respuesta tumoral a la TFD, las
células SW480-HRE se infectaron con lentivirus portadores del vector pLKO.1-shRNA-HIF-1a-1,
cedido por el Dr. Eric Metzen (University of Duisburg-Essen, Alemania)®. Este vector codifica el
ARN de interferencia contra el ARNm de la subunidad HIF-1a. Las células se seleccionaron con
puromicina y se aislaron a través del método de anillo de clonacion (del inglés, “cloning ring™); el
clon celular obtenido fue denominado SW480-HRE-shHIF. La estabilizacion de HIF-1a luego del
tratamiento de las células SW480-HRE con CoCl, (Figura 37B, Western Blot) se correlacioné con
un aumento en la fluorescencia de GFP (Figura 37A, Microcopia de Fluorescencia). En cambio, en la
linea SW480-HRE-shHIF, el tratamiento con CoCl, fall6 en incrementar tanto la expresion como la
actividad de HIF-la debido a la presencia de ARN interferente (Figura 37). De esta manera, se
corroboré la eficiencia de esta nueva linea como herramienta para investigar el papel de HIF en los

protocolos de fotosensibilizacién.
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Figura 37. El clon celular SW480-HRE-shHIF es un herramienta eficiente para detectar la actividad de HIF,
La linea celular SW480-HRE fue infectada con vectores lentivirales portadores del vector pLKO. 1-shRNA-HIF-1a-1, el cual codifica
para el ARN de interferencia contra el ARNm de la subunidad HIF-1¢. El clon celular aislado fue denominado SW480-HRE-shHIF.
Para corroborar la sensibilidad y especifidad de esta herramienta, las lineas SW480-HRE y SW480-HRE-shHIF fueron tratado con
CoCl, (400 uM) durante 24 h. (4) La inhibicion en la expresién de HIF-1 se correlaciond con una disminucion de fluorescencia de
GFP observado por microscopia de fluorescencia invertida. (B) Las proteinas totales se recolectaron utilizando el buffer RIPA y
alicuotas conteniendo cantidades equivalentes (60 pg) fueron sembradas en SDS-PAGE 8% y transferidas a membranas PVDF. Para
la deteccion de HIF-1 a se utilizé un anticuerpo monoclonal contra HIF-1a (R&D — MAB1536) y para la deteccidn de f-actina se
utilizé un anticuerpo monoclonal contra [f-actina (Calbiochem — CP01). Los complejos inmunes fueron detectados por

quimioluminiscencia.

Dado que la estabilizacién de HIF-1a en condiciones de normoxia incremento la resistencia a

la TFD (seccidn 5.2) y que las zonas hipdxicas dentro de los cultivos 3D fueron menos susceptibles a
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la TFD (seccion 5.4), se propuso analizar si el silenciamiento de este factor de transcripcion podria
inducir una mayor sensibilidad terapéutica en esferoides de carcinoma colorrectal.

Para ello, se generaron esferoides a partir de las lineas SW480-HRE y SW480-HRE-shHIF.
En primer lugar, se examinaron las diferencias morfoldgicas y funcionales de los microtumores de
tres dias de crecimiento. El silenciamiento de HIF-1a estuvo asociado a un aumento en el didmetro
de las estructuras tridimensionales formadas y a una notable supresion de la actividad de HIF en el
centro del esferoide, evidenciada por una disminuciéon de la fluorescencia del gen reportero GFP
(Figura 38A). Del mismo modo, se buscd determinar el efecto de la inhibicion del factor de
trancripcion en la viabilidad celular luego de la intervencion fotodindmica. Se determiné que la
citoxicidad de la TFD fue significativamente mayor sobre esferoides de la linea SW480-HRE-shHIF,
en comparacion con su contraparte SW480-HRE (Figura 38B y 38C). Estos resultados permiten

confirmar la implicancia negativa del factor HIF-1 sobre el efecto citotoxico de la TFD.
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Figura 38. El silenciamiento de HIF-1a induce sensibilidad a la intervencion fotodindmica.
(4) La expresion de GFP en los esferoides de SW480-HRE y SW480-HRE-shHIF de 3 dias de crecimiento (20000 células por
esferoide) se observo mediante microscopia de fluorescencia invertida. (B) Los esferoides fueron incubados con Me-ALA (0,3 mM)

durante 24 h. Posteriormente, fueron irradiados con una dosis de luz de 0,2 J/cm®. 4 las 24 h posteriores al tratamiento, se evalué la
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viabilidad celular a través del ensayo de MTT y se expresé como porcentaje con respecto al control. Andlisis estadistico: Anova en
dos vias, Bonferroni post-test, *** p < 0,001. (C) Imdgenes en campo claro de los esferoides en donde se evidencia en oscuro el drea
de células vivas (MTT positivas). Referencias: control, células sin tratar; TFD, células incubadas con la droga y posteriormente

irradiadas.

Recientemente, se reporté un estudio realizado in vivo en donde se combiné la terapia
fotodinamica con nanoparticulas portadoras de HIF-law siARN para el tratamiento de cancer de
cuello y cabeza. Los autores demostraron que la combinacién de ambas terapéuticas increment6 la
regresion tumoral a través de la induccidn de apoptosis y la disminucion de la proliferacion tumoral y
angiogénesis®’. Estos datos apoyan lo observado en el presente trabajo, en donde la inhibicion de

HIF-1a indujo una fuerte sensibilidad al posterior tratamiento fotodinamico.

5.7. Impacto de la terapia fotodinamica sobre la actividad transcripcional de HIF en
microtumores hipoxicos de carcinoma colorrectal

Experimentalmente, los cultivos 2D convencionales se caracterizan por una oxigenacion rica
y uniforme. En cambio, los cultivos 3D pueden capturar las limitaciones de oxigeno que caracterizan
a un tumor in vivo. En este sentido, se evaluara el impacto de la intervencion fotodindmica en la
expresion de HIF-la sobre cultivos 3D, que permiten predecir mejor el resultado de terapias
oxigeno-dependiente, como la TED®.

Para evaluar el efecto de la TFD sobre la actividad de HIF, se utiliz6 como herramienta la
linea SW480-HRE. La proteina GFP es considerada un buen reportero de la expresion génica en
células eucariotas individuales cuando se mide su fluorescencia por citometria de flujo®™. En este
trabajo, el analisis de los datos obtenidos comenz6 con la exclusion de los puntos que no
representaban a células viables, es decir, aquellos puntos con valores bajos en SSC (granularidad) y
FSC (tamafio). A continuacion, se identificd la poblacion de células GFP +, indicador de las células
HIF +, y se cuantificé la intensidad de fluorescencia mediana (IFM) de esta poblacion, la cual
represent6d la actividad transcripcional de este factor de transcripcién. Los puntos de corte se
establecieron con el control negativo, es decir, células SW480-HRE crecidas en monocapa

(expresion basal de GFP del 1%) (Figura 39).
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Figura 39. La linea SW480-HRE se utiliz6 como herramienta para evaluar la expresién y actividad de HIF.

A partir de la regién de células viables en el grdfico SCC vs FSC, se seleccioné la poblacion de células GFP + (indicador de las
células HIF +) y se cuantificé la intensidad de fluorescencia mediana de GFP (indicador de la actividad transcripcional de HIF). Los
puntos de corte se establecieron con el control negativo, es decir, células SW480-HRE crecidas en monocapa (expresion basal de
GFP del 1%,).

Los cultivos 3D de células SW480-HRE de tres dias de crecimiento fueron divididos en 4
grupos: 1) sin tratamiento (control), 2) irradiados en ausencia de Me-ALA, 3) incubados con Me-
ALA y 4) incubados con Me-ALA y posteriormente irradiados con dosis de luz letales (TFD). La
expresion del gen reportero se evalud 12 h post-tratamiento por citometria de flujo (Figura 40). El
porcentaje de células HIF + disminuydé leve aunque significativamente luego del tratamiento
fotodinamico, en comparaciéon con esferoides que no recibieron tratamiento (Figura 40A). Sin
embargo, la actividad transcripcional de HIF se vio ligeramente aumentada de forma significativa en

aquellos esferoides que sélo recibieron Me-ALA o TFD (Figura 40B).



Resultados y Discusion [[ELI

Z

B)

5

g

Células HIF + (%)

Actividad transcripcional de HIF
(relativa al control)

©) GFP - GFP +

Control

: Luz
0 :
o 3
c ]
o '

e Me-ALA
TFD
0 1 2 3 4
10 10 10 10 10

Intensidad de GFP

Figura 40. La terapia fotodindmica induce la activacion de HIF en esferoides de carcinoma colorrectal.
Los esferoides de SW480-HRE (20000 células por esferoide) fueron incubados con Me-ALA (0,3 mM) durante 24 h. Posteriormente,
fueron irradiados con una dosis de luz de 0,7 Jiem?. La expresion de GFP se evalud 12 h post-TFD mediante citometria de flujo. (A)
El porcentaje de células HIF + se normalizo con el porcentaje correspondiente a esferoides sin tratamiento (linea de puntos = 100%)
* = p<(,05 (Anova de una via, Bonferroni post-test). (B) La actividad transcripcional de HIF, representada por la intensidad de
Sfluorescencia mediana de GFP (IFM), se normalizé con la actividad correspondiente a esferoides sin tratamiento (linea de puntos =
100%) ** = p<0,01 (Anova de una via, Bonferroni post-test). (D) Los histogramas correspondientes a la fluorescencia de GFP se
analizaron con el software FlowJo. La linea de puntos vertical marca la divisién entre la poblacion GFP + (derecha) y GFP —
(izquierda). Referencias. control, células sin tratar; luz, células irradiadas sin la droga; Me-ALA, células incubadas con la droga sin

irradiar; TFD, células incubadas con la droga y posteriormente irradiadas.

Varios reportes han identificado un aumento en la expresiéon de HIF-la luego de la
21,48 . L .
TFD***172 En concordancia con nuestros resultados, en estudios in vitro se demostrd un

incremento de la unién de HIF-1a. a su secuencia consenso HRE 12 h post-TFD"?.
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Sin embargo, este aumento de la actividad de HIF luego del tratamiento resulta contradictorio
si se considera que las células hipdxicas ubicadas en el centro del esferoide, mds resistentes a la
TFD, quedarian expuestas al oxigeno (reoxigenadas) al morir las células fotosensibles de la periferia.
Se han reportado dos mecanismos que podrian explicar lo observado. En primer lugar, la TFD puede
inducir la generacion de especies reactivas del oxigeno y éstas producir la activacion de HIF">™, En
segundo lugar, se ha demostrado que la estabilizacion de HIF luego de la reoxigenacion de tumores
sometidos a radioterapia estd relacionada a granulos de estrés. Estos granulos de estrés estan
compuestos por complejos proteina-ARNm sintetizados por las células durante periodos de estrés
cuya funcidn seria prevenir el consumo de energia debido a la traducciéon de proteinas. La formacién
de granulos de estrés esta asociada a la hipoxia, y su desagregacion ocurre durante la reoxigenacion
del tumor. La despolimerizacién de estos complejos libera transcriptos regulados por HIF, que

incluyen aquéllos involucrados en procesos como la supervivencia celular y angiogénesis’.

5.8. Participacion del estrés oxidativo sobre la activacion de HIF antes y después del
tratamiento fotodindmico

Las especies reactivas del oxigeno han sido involucrados tanto en la regulacién de HIF™
como en el mecanismo de citotoxicidad ejercido por la TFD”*". Por ello, se midi6 el estrés oxidativo
luego del tratamiento fotodindmico utilizando el reactivo fluorescente DCFH-DA’®,

El estrés oxidativo de los esferoides tumorales aumenté significativamente cuando fueron
incubados con Me-ALA (3,53%1,06 veces) y luego del tratamiento fotodinamico (6,04+1,08 veces)
en comparacién con esferoides sin tratar, proceso revertido parcialmente por la presencia del

antioxidante NAC (Figura 41).
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Figura 41. La incubacion con Me-ALA y la terapia fotodindmica inducen estrés oxidativo.
Los esferoides de SW480 (20000 células por esferoide) fueron incubados con Me-ALA (0,3 mM) durante 24 h. Posteriormente, fueron
irradiados con una dosis de luz de 0,7 Jiem®. Inmediatamente después del tratamiento fotodindmico, los esferoides fueron lavados con
PBS e incubados con 7 uM de DCFH-DA en medio minimo sin rojo fenol durante 30 minutos a 37°C. (4) La fluorescencia de DCF se
observé mediante microscopia de fluorescencia invertida. (B) Se cuantificé la fluorescencia en las imdgenes obtenidas utilizando el
software libre ImageJ 1.42q. * = p<0,05 (Anova en dos vias, Bonferroni post-test). Referencias: control, células sin tratar; luz,
células irradiadas sin la droga; Me-ALA, células incubadas con la droga sin irradiar; TFD, células incubadas con la drogay

posteriormente irradiadas.
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En el presente trabajo se demostrd que la generacion del fotosensibilizador PpIX a partir de la
prodroga Me-ALA, a pesar de no afectar la viabilidad celular, promovio la produccion de ROS en
esferoides tumorales. La conversion de Me-ALA a PpIX tiene lugar en la mitocondria celular’’,
principal fuente de ROS enddgeno. Es probable que el desequilibrio en el metabolismo mitocondrial
durante la generacion de PpIX altere la cadena transportadora de electrones y consecuentemente
induzca el desequilibrio redox intracelular. Durante el tratamiento fotodinamico, al excitar la PpIX
con luz de longitud de onda adecuada, la generacién de ROS se incrementd significativamente,
aumentando el estrés oxidativo con posteriores dafios letales para el tumor.

Estos resultados demostraron que la activacién de HIF luego del tratamiento fotodinamico o
de la incubacion con Me-ALA se correlacion6 con el aumento del estrés oxidativo en esferoides de
carcinoma colorrectal. Por ello, se propuso determinar si el estrés oxidativo generado por el
tratamiento fotodindmico esta directamente involucrado en la activacion de HIF.

Los esferoides generados a partir de la linea SW480-HRE se incubaron con el antioxidante N-
acetilcisteina (NAC) antes de la fotosensibilizacion, y luego se cuantificé la actividad transcripcional
de HIF por citometria de flujo.

El porcentaje de células HIF + disminuyé significativamente (Figura 42A) tanto en los
microtumores intervenidos como en los no intervenidos con la terapéutica. Asimismo, la actividad
transcripcional de HIF, evidenciada a través de IMF de GFP, se redujo significativamente al inhibir

el estrés oxidativo (Figura 42B), excepto en aquellos esferoides que no recibieron tratamiento.
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Figura 42. El estrés oxidativo modula a HIF en esferoides de carcinoma colorrectal.

Los esferoides de SW480-HRE (20000 células por esferoide) fueron incubados con Me-ALA (0,3 mM) en presencia o ausencia de
inhibidores de estrés oxidativo (NAC, 30 mM) durante 24 h. Posteriormente, fueron irradiados con una dosis de luz de 0,7 J/em?’. La
expresion de GFP se evalu6 12 h post-TFD mediante citometria de flujo. (4) El porcentaje de células HIF + se normalizé con el
porcentaje correspondiente a esferoides sin tratamiento (linea de puntos = 100%) *** = p<0,001 (Anova de dos vias, Bonferroni
post-test). (B) La actividad transcripcional de HIF, representada por la intensidad de fluorescencia mediana de GFP (IFM), se
normalizé con la actividad correspondiente a esferoides sin tratamiento (linea de puntos = 100%) *** = p<0,001 (Anova de dos vias,
Bonferroni post-test). (C) Los histogramas correspondientes a la fluorescencia de GFP se analizaron con el software FlowJo. La linea
de puntos vertical marca la division entre la poblacion HIF + (derecha) y HIF —,(izquierda). Referencias: control, células sin tratar;
luz, células irradiadas sin la droga; Me-ALA, células incubadas con la droga sin irvadiar; TFD, células incubadas con la droga y

posteriormente irradiadas.

A pesar de que HIF estd involucrado en mecanismos de supervivencia celular en respuesta a

terapias antitumorales®, la supresion de su actividad por NAC estuvo acompaiiada por un aumento de

la resistencia al tratamiento fotodinamico (Figura 43), en concordancia con reportes previos’>’’.
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Figura 43. El antioxidante NAC aumenta la fotorresistencia de esferoides tumorales.
Los esferoides de SW480-HRE (20000 células por esferoide) fueron incubados con Me-ALA (0,3 mM) en presencia o ausencia de
inhibidores de estrés oxidativo (NAC, 30 mM) durante 24 h. Posteriormente, fueron irradiados con una dosis de luz de 0, 7 Jrem?. (4)
24 h posteriores al tratamiento, se evalud la viabilidad celular a través del ensayo de MTT y se expresé como porcentaje con respecto
al control sin irradiar (Iinea de puntos = 100%) * = p<0,05, *** = p<0,001 (Anova de dos vias, Bonferroni post-test). (B) Imdgenes
en campo claro de los esferoides evidenciando en oscuro el drea de células vivas (MTT positivas). Referencias: control, células sin
tratar; luz, células irradiadas sin la droga; Me-ALA, células incubadas con la droga sin irradiar; TFD, células incubadas con la

droga y posteriormente irradiadas.

Teniendo en cuenta que el principal mecanismo de accion de la TFD es ejercido por la
generaciéon de ROS™, la presencia de NAC suprimiria en parte su efecto citotéxico. Por lo tanto, en
este modelo experimental, el antioxidante tiene funciones duales y opuestas en relacion a la
viabilidad celular: por un lado inhibe un mediador molecular clave de supervivencia, y por otro
remueve los moduladores del dafio celular.

Diversos reportes indican que las especies reactivas del oxigeno estabilizan a HIF-1 debido a
su actividad inhibitoria sobre las prolilhidroxilasas (PHD), enzimas encargadas de direccionar la
degradacion de HIF**#! Tanto el anién superéxido como el H>O, son capaces de oxidar el ion hierro,

cofactor esencial de estas enzimas®*®*. Recientemente ha tomado relevancia la teoria de que el
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oxigeno en las células no sélo es sensado por las PHDs, sino que son las ROS generadas por las
mitocondrias bajo condiciones de hipoxia las que conducen a la estabilizacion de HIF-10%%%, En
primer lugar, se demostré que células sin mitocondrias funciohales no fueron capaces de aumentar
los niveles de HIF-1a en respuesta a hipoxia. En segundo lugar, estas mismas células estabilizaron
HIF-1a en presencia de H,O,, lo cual fue revertido por catalasa®’. Estas evidencias explicarian lo
observado en este trabajo con respecto a la correlacion entre el estrés oxidativo de los esferoides de
carcinoma colorrectal sometidos o no al tratamiento fotodinamico y la activacion de HIF.

Estos resultados demuestran que las ROS, tanto endogenas como las inducidas por la TFD,
actuan como reguladores positivos de la actividad de HIF en cultivos tridimensionales hipdxicos de
carcinoma colorrectal. Sin embargo, el rol que juegan las especies reactivas en controlar los niveles y
actividad de HIF es complejo e interrelacionado, y puede involucrar diferentes sefializaciones
intercelulares. En este sentido, se ha sefialado al estrés oxidativo como estimulador de las vias
PI3K/Akt y RAF/MEK/ERK, ambas involucradas en la regulacion transcripcional y post-

traduccional de HIF-1a.%°.

5.9. Participacion de vias de transduccion de sefiales sobre la activacion de HIF post-
TFD

La expresion y actividad de HIF estd regulada por una variedad de mecanismos que actuan
sobre su transcripcién, traduccion, modificaciones post-traduccionales, interaccién proteina-proteina
y degradacion dependiente de ubiquitinacidn, tanto en normoxia como en hipoxia. El estrés oxidativo
y su relacion sobre las vias de sefializacion MEK/ERK y PI3K/Akt, han sido involucrados tanto en la
regulacién de HIF™* como en la respuesta intracelular a la intervencién fotodinamica®. Por esta
razon, a continuacion se propuso investigar el efecto de la TFD sobre la activacion de estas vias de
transduccion de sefiales.

Los esferoides de SW480-HRE fueron sometidos a condiciones letales del tratamiento
fotodinamico, y se evaluo la fosforilacion de Akt y ERK1/2 a diferentes tiempos luego de la
irradiacion en presencia de Me-ALA por Western Blot. No se evidencié un cambio significativo en
la activacion de Akt. Sin embargo, se demostré que pERK1/2 aumenté a partir de los 30 min

posteriores a la TFD y se mantuvo activada hasta las 4 h (Figura 44).
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Figura 44. La terapia fotodindmica aumenta la fosforilacion de ERK1/2 sin modificar a Akt.

Los esferoides de SW480 (20000 células por esferoide) fueron incubados con Me-ALA (0,3 mM) durante 24 h. Posteriormente, fueron
irradiados con una dosis de luz de 0,7 J/cm?. Se recolectaron proteinas a diferentes tiempos post-tratamiento (0,25, 0,5, 1,2, 4y 8
horas) utilizando el buffer RIPA. Alicuotas conteniendo cantidades equivalentes de proteinas (60 ug) fueron sembradas en SDS-PAGE
10% y luego transferidas a membranas PVDF. Para la deteccion de pERK1/2 se utilizé un anticuerpo monoclonal contra p-ERK1/2
(5¢-7383) y para la deteccibn de p-Akt se utilizé un anticuerpo policlonal (Cell Signaling #9271); como control de carga se utilizo
ERK1/2 y Akt totales. Referencias: Me-ALA, células incubadas con la droga sin irradiar; TFD, células incubadas con la droga y

posteriormente irradiadas.

Tanto la activacion de ERK1/2 como la de Akt se encuentra asociada a la supervivencia
celular. Sin embargo, los datos reportados en relacién a la modulacién fotodinamica de estas
proteinas resultan ambiguos, por lo que se concluye que su actividad varia dependiendo del tipo de
célula, el fotosensibilizador utilizado y la dosis de luz aplicada®®. En el modelo experimental y bajo
las condiciones utilizadas en el presente trabajo, se demostrd que sélo la via de supervivencia que
involucra la activacion de ERK1/2 fue regulada positivamente por la intervencion fotodinamica.

Con el fin de determinar si la fosforilacion observada de ERK1/2 es relevante en la activacion
de HIF, los cultivos 3D de células SW480-HRE de tres dias de crecimiento se incubaron durante 24
h con el inhibidor de MEK1/2 denominado U0126.

La inhibicién selectiva de ERK1/2 indujo una disminuciéon de la actividad de HIF,
evidenciada a través de la intensidad de GFP por citometria de flujo (Figura 45B), aunque sin cambio
significativo en el porcentaje de células HIF + (Figura 45A). Estos datos sugieren a la via MEK/ERK

como regulador positivo de la actividad transcripcional de HIF.
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Figura 45. Las vias MEK/ERK modulan positivamente a HIF en esferoides de carcinoma colorrectal fotosensibilizados.
Los esferoides de SW480-HRE (20000 células por esferoide) fueron incubados con Me-ALA (0,3 mM) en presencia o ausencia de
inhibidores de MEK1/2 (U0126, 30 uM) durante 24 h. Posteriormente, fueron irradiados con una dosis de luz de 0, 7 J/em’. La

expresion de GFP se evalué 12 h post-TFD mediante citometria de flujo. (4) El porcentaje de células HIF + se normalizé con el

porcentaje correspondiente a esferoides sin tratamiento (linea de puntos = 100%). (B) La actividad transcripcional de HIF,

representada por la intensidad de fluorescencia mediana de GFP (IFM), se normalizé con la actividad correspondiente a esferoides

sin tratamiento (linea de puntos = 100%) * = p<0,05, *** = p<0,001 (Anova de dos vias, Bonferroni post-test). (C) Los histogramas

correspondientes a la fluorescencia de GFP se analizaron con el software FlowJo. La linea de puntos vertical marca la division entre

la poblacion HIF + (derecha) y HIF — (izquierda). Referencias: control, células sin tratar; luz, células irradiadas sin la droga; Me-

ALA, células incubadas con la droga sin irradiar; TFD, células incubadas con la droga y posteriormente irradiadas.

Actualmente, hay dos modelos propuestos que describen el efecto de la fosforilacion de HIF-

la por ERK1/2 y su consecuente activacion transcripcional*®. En primer lugar, se sefialé como sitio

de fosforilacion a los residuos de serina 641 y serina 643, los cuales estan involucrados en la

interaccion entre HIF-1ao y CRM1/Exportinal, proteina encargada de la exportacion nuclear. De este
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modo, la fosforilacion del factor de transcripcion en estos residuos bloquea su sefial de exportacion
nuclear y asi incrementa su acumulacion en nucleo®’. En segundo lugar, se demostré que ERK2 no
fosforila a HIF-1a directamente en el dominio C-TAD, sino que fosforila a p300/CBP, promoviendo

de esta forma la interaccion entre HIF-la y su co-activador, aumentando la actividad

transcripcional®®.

A pesar de la inhibicién de la actividad transcripcional de HIF observada al suprimir la via
MEK1/2/ERK1/2, la respuesta de los esferoides tumorales al tratamiento fotodindmico no se vio

afectada en presencia de U0126 (Figura 46).
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Figura 46. El inhibidor de MEK1/2 U0126 no afecta la respuesta al tratamiento fotodindmico de esferoides tumorales.

Los esferoides de SW480-HRE (20000 células por esferoide) fueron incubados con Me-ALA (0,3 mM) en presencia o ausencia de
inhibidores de estrés oxidativo (U0126, 30 uM) durante 24 h. Posteriormente, fueron irradiados con una dosis de luz de 0,7 J/em®. (4)
24 h posteriores al tratamiento, se evalué la viabilidad celular a través del ensayo de MTT y se expresé como porcentaje con respecto

al control sin irradiar (linea de puntos = 100%) *** = p<0,001 (Anova de dos vias, Bonferroni post-test). (B) Imdgenes en campo

claro de los esferoides en donde se evidencia en oscuro el drea de células vivas (MTT positivas). Referencias: control, células sin
tratar; luz, células irradiadas sin la droga; Me-ALA, células incubadas con la droga sin irradiar; TFD, células incubadas con la

droga y posteriormente irradiadas.
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5.10. Implicancia del estrés oxidativo inducido por la TFD en la activacién de ERK1/2

Los resultados del presente trabajo han demostrado la modulacion positiva de HIF por las
vias MEK1/2/ERK1/2 y las especies reactivas del oxigeno activadas en respuesta al estimulo
fotodinamico.

Hay evidencia que indica que las especies reactivas del oxigeno actuan como moléculas de
sefializacion que pueden inducir modificaciones que inhiben o estimulan la actividad de los
componentes celulares®”. Diversos reportes han mostrado un aumento en la fosforilacién de ERK1/2
dependiente de especies reactivas del oxigeno’®®!. Por ello, en funcion a los resultados expuestos, a
continuacion se propuso investigar si la respuesta de los esferoides de carcinoma colorrectal a TFD
vincula las ROS generadas y la fosforilaciéon de ERK1/2.

Por ello, los esferoides de carcinoma colorrectal pre-tratados con NAC con el fin de inhibir el
estrés oxidativo fueron sometidos a la TFD. La fosforilaciéon de ERK1/2 se evalué 30 minutos luego

del tratamiento. Se demostrdé que la inhibicion del estrés oxidativo suprimié la activacion de la via
MEK/ERK (Figura 47).

p-ERK1/2
(Thr202/Tyr204)

ERK1/2

Figura 47. El estrés oxidativo inducido por la TFD es el responsable de la activacion de ERK1/2.

Los esferoides de SW480 (20000 células por esferoide) fueron incubados con Me-ALA (0,3 mM) durante 24 h en presencia o ausencia
de inhibidores de estrés oxidativo (NAC, 30 mM) durante 24 h. Posteriormente, fueron irradiados con una dosis de luz de 0,7 J/cm’.
Se recolectaron proteinas a 30 min luego del tratamiento utilizando el buffer RIPA. Alicuotas conteniendo cantidades equivalentes de
proteinas (60 ug) fueron sembradas en SDS-PAGE 10%y luego transferidas a membranas PVDF. Para la deteccion de pERK1/2 se
utilizé un anticuerpo monoclonal contra p-ERK1/2 (sc-7383); como control de carga se utilizé6 ERK1/2 total. Referencias: control,
células sin tratar; luz, células irradiadas sin la droga; Me-ALA, células incubadas con la droga sin irradiar; TFD, células incubadas

con la droga y posteriormente irradiadas.

Estos resultados permitieron dilucidar la implicancia de la TFD en la regulacion del factor de
trasncripcion HIF-1. Se demostro que la fotosensibilizacion disminuyo el nivel de células viables que
expresaban HIF 12 h post tratamiento. Sin embargo, en aquellas células en donde HIF se encontraba
presente, su actividad transcripcional se vio incrementada. Se identificé por primera vez el rol del eje

TFD — ROS sobre la modulacién de HIF, mostrando que la via ERK1/2 podria tambien contribuir a
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la activacion del factor de transcripcion post-TFD en los microtumores hipoxicos de carcinoma

colorrectal (Figura 48).
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Figura 48. Modelo propuesto de la regulacion de HIF por la TFD.

La terapia fotodindmica fue capaz de activar la via MEK1/2/ERK1/2 y aumentar el estrés oxidativo intratumoral, siendo las especies
reactivas del oxigeno las promotoras al menos en parte de la fosforilacion de ERK1/2. Estos eventos estuvieron involucrados en la

induccion de la expresion de HIF y/o su actividad transcripcional.

Teniendo en cuenta que los datos obtenidos mostraron una disminucién en el porcentaje de
células HIF +, aunque acompaiiado de un aumento en su actividad transcripcional, a continuacién se
propuso evaluar el efecto que estos eventos moleculares ejercen sobre procesos biologicos
involucrados en la adaptacion a la hipoxia y sobre los mediadores autécrinos y paracrinos

involucrados en el didlogo dentro del microambiente tumoral.
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5.11. Caracterizacion del secretoma de esferoides tumorales fotosensibilizados

Los procesos bioldgicos que gobiernan el comportamiento tumoral estan mediados no sélo
por vias de sefializacion intracelular auténomas, sino también por interacciones célula-célula, célula-
matriz y por el didlogo autdcrino y paracrino que se establece de forma intercerlular. Este didlogo
esta regulado por los factores solubles que se liberan al medio extracelular, en respuesta a las
condiciones medioambientales en donde se desarrollan las células tumorales®.

El secretoma tumoral contiene todas las proteinas liberadas por las células neoplasicas al
medio extracelular, a través de vias clasicas y no clasicas de secrecion. La caracterizacion del
secretoma tumoral puede realizarse utilizando fluidos biologicos proximos al tumor o también
sobrenadantes de lineas celulares tumorales, conocidos como medios condicionados (MCs).
Teniendo en cuenta que los MCs representan un artificio irn vitro de menor complejidad molecular en
comparacion con los fluidos proximales al tumor, éstos permiten la identificacion de proteinas con
abundancia relativamente baja. Sin embargo, las condiciones experimentales in vitro deben ser
controladas de forma minuciosa para poder obtener resultados reproducibles y confiables®.

En la mayoria de los estudios de secretoma in vitro, las células crecen en medios de cultivo
libres de suero, lo que elimina las interferencias causadas por el alto contenido proteico del SFB y la
contaminacion de las muestras con proteinas ortdlogas que comparten secuencia de aminoacidos con
las proteinas de interés™. Sin embargo, la ausencia de suero (hambreado) afecta la supervivencia y
proliferacion celular, la produccion de proteinas y los perfiles de secrecion®*°. La secrecion pasiva
de proteinas relacionadas a la muerte celular a causa del hambreado pueden enmascarar a las
proteinas que efectivamente conforman el secretoma tumoral. Por esta razon, la mayoria de los
estudios de secretoma in vitro se realizan sobre las proteinas secretadas en un periodo corto de
tiempo, generalmente 24 h°*°".

Por ello, en el presente estudio, los esferoides de carcinoma colorrectal fueron sometidos a
condiciones letales de fotosensibilizacion y luego se colectaron las proteinas secretadas durante las
24 h posteriores al tratamiento. Estas proteinas contenidas en los MCs colectados constituyen el
secretoma del microtumor no tratado (CT, células tumoral) y del microtumor fotosensibilizado (CT
TFD). Los componentes proteicos de los MCs fueron analizados mediante cromatografia liquida-
espectrometria de masas (LC-MS). Las proteinas secretadas por la via clasica fueron identificadas a
través del software libre SignaP 4.1, el cual analiza la presencia del péptido sefial y regiones
transmembrana en la secuencia proteica °°. Por otro lado, las proteinas secretadas a través de vias no
clasicas fueron identificadas a través del software SecretomeP 2.0. Este algoritmo se basa en el
analisis de las secuencias proteicas en busqueda de motivos comunes encontrados en proteinas cuya

secrecion alternativa ha sido demostrada experimentalmente® (Tabla V).
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Tabla V. Lista de proteinas identificadas en los secretomas de esferoides no tratados (CT) y tratados con dosis letales de terapia
Sfotodindmica (CT TFD). Se detalla el ID segiin UniProt, el nombre de la proteina (en idioma inglés), el gen correspondiente, la
ubicacion del sitio de corte del péptido sefial en aquellas proteinas secretadas por la via cldsica (SignalP), el NN-score de las
proteinas secretadas por vias no cldsicas (SecretomeP, el NN-score debe ser mayor a 0.5), la valor de LFQ (“label-free
quantification”) de las proteinas en ambos secretomas, y se sefialan las moléculas cuya diferencia de expresion es significativa (P

aumento en el secretoma fotosensibilizado, W disminucion en el secretoma fotosensibilizado, T-test).

iD Proteina Gen ﬂEiE;:i:i::i:E:g :d:el ::‘:_'e LFQCT C:: Fl'(lt'D m!)gir:.:;z:g:a
A2a2pg | Stathmin STMNI | 0795 000 2234 0
AGNJA2 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase USP14 . 0.620 0.00 23.05 A
B4DLRS NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1 NQO1 } 0.744 23.94 24.48 c
B4pXw] | Actin-related protein 3 ACTR3 | oe2 000| 2298 0
BszzQe | Prothymosin alpha PTMA .| 0602 2600| 3068 0
ESRGQ3 RWD domain-containing protein 1 RWDDI ) 0,798 0,00 2237 4
E7EWEI gﬁﬁ:? fike modifie-activating UBAS - 0515 000 21,98 r
E9PBSI Multifunctional protein ADE2 PAICS _ 0.531 0,00 24,57 A

E9PES6 High mobility group protein B3 HMGB3 } 0.770 0,00 24,61 A
E9PS34 Nucleosome assembly protein 1-like 4 NAP11L4 ) 0.728 0.00 24.20 )
F5GY90 Porphobilinogen deaminase HMBS ) 0,907 21,07 0.00 ¥
F8VNTO (D63 eatigen CD63 transr::rgnnl:::rtlz ] 2351 0,00 v
F8VS02 ?iﬁ?ﬁr?fg"éﬁ;’ff ipic semialdehyde ALDH7AI - o0s14 000| 2305 r
F8VZJ2 iﬁi"iﬂi‘lﬂ'ﬁfﬁifﬁhi“"°’ wued NACA .| oest 000 2491 *
DNA-(apurinic or apyrimidinic site) APEXI )

G3V3M6 | lyase - 0,622 23,54 23,55
HOYMZ1 Proteasome subunit alpha type PSMA4 B 0.613 2347 24.66 -
H7C3P9 COP9 signalosome complex subunit 3 COPS3 } 0.617 0.00 23.90 )
J3KTF8 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 ARHGDIA ) 0.876 27.51 2743 -
13Qs39 | Polyubiquitin-B UBB -l os01 2236| 2563 -
J3QT28 Mitotic checkpoint protein BUB3 BUB3 ) 0,760 0.00 22.56 A
K7EMV3 | Histone H3 H3F3B -l 0817 000 2525 A
000154 fﬁ?ﬁﬂéﬁ eyl coenzyme Athioester | acor7 .| 0666 2147|2302 ;
000391 | Sulfhydryl oxidase | QSOX!1 29-30 : 2350] 000 v
015498 Synaptobrevin homolog YKT6 YKT6 ) 0.574 24.18 2337 S
043399 | Tumor protein D34 TPD52L2 -l 0680 000| 2419 0
060361 iiunt::eve nucleoside diphosphate NME2P1 - 0,578 0,00 2286 *
060547 GDP-mannose 4,6 dehydratase GMDS R 0.545 0,00 22.67 )
060749 | Sorting nexin-2 SNX2 -| 0508 0,00] 2218 0
075223 Gamma-glutamylcyclotransferase GGCT : 0,503 23.95 2321 -
Isocitrate Siehydrogenase [NADP] IDHI )

075874 cytoplasmic - 0,547 21,98 22,02
095861 3'(2"),5'-bisphosphate nucleotidase 1 BPNTI ) 0.682 22.70 21.82 -
PO0338 L-lactate dehydrogenase A chain LDHA ) 0.549 27.86 29.16 T
Purine nucleoside phosphorylase PNP )

P00491 (PNP) - 0,509 24,29 23,58
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Ubicacion del

D Proteina Gen sitio de corte del ::ge LFQ CT C'T".;?m s:::ff'i:'::'
, péptido sefial
P00492 ;ﬁ:ﬁa:;hbg?m?;ase HPRTI | 0767 22,83 0.00 M
Aspartate ar.ninotransferase, GOT2 )
P00505 mitochondrial - 0,505 24.09 24,17
polg3q | Cystatin-C CST3 20-21 - 2167| 000 ¥
P02786 Transferrin receptor protein 1 TFRC } 0.611 21,81 0,00 ¥
po2794 | Ferritin heavy chain FTHI -l o6t 2426 2471 -
PO5161 Ubiquitin-like protein ISG15 ISG15 . 0,702 2237 0,00 ¥
P05783 Keratin, type I cytoskeletal 18 KRTI18 ; 0.725 23,15 27.44 -
Po6sTs | minchondiar ATPSB -| 0591 000 28| 7
ppe733 | Alpha-enolase ENOI | 0536 2760 28,09 -
pos74g | Nucleophosmin NPMI | esn 000 2379 0
PO7195 L-lactate dehydrogenase B chain LDHB _ 0.569 27.81 28.32 -
PO7237 Protein disulfide-isomerase P4HB 17-18 } 0.00 22.95 A
po7355 | Annexin A2 ANXA2 | 0746 2487| 2523 -
PO7384 Calpain-1 catalytic subunit CAPNI1 ) 0,554 0.00 2237 )
PO7954 Fumarate hydratase, mitochondrial FH ) 0.551 2424 2352 -
P08195 4F2 cell-surface antigen heavy chain SLC3A2 } 0.644 22.71 0.00 ¥
pog670 | Yimentin VIM 1 o052 000 2546 A
pog7sg | Anmexin AS ANXAS | 0550 0,00 2345 0
P09661 U2 small nuclear ribonucleoprotein A' |  SNRPA1 } 0.733 0.00 2247 A
P11021 78 kDa glucose-regulated protein HSPAS 18-19 ) 0,00 24.11 A
P12004 Proliferating cell nuclear antigen PCNA ) 0.566 2578 26.08 N
P13667 Protein disulfide-isomerase A4 PDIA4 2425 ] 0.00 24.17 ~
p13796 | Plastin-2 LCP1 - 0s02 0.00| 2239 A
p1a324 | Famesyl pyrophosphate synthase FDPS -l 0639 2308| 2354
p14625 | Endoplasmin HSP90BI 21-22 . 0.00| 2564 A
P17987 T-complex protein | subunit alpha TCP1 } 0.518 0.00 26.14 A
P18085 ADP-ribosylation factor 4 ARF4 . 0.618 2254 24.11 -
P20340 Ras-related protein Rab-6A RAB6A ) 0.703 24.49 24.19 =
P20645 ﬁﬁﬁ%ﬁ?@lﬁ?ﬁ? mose M6PR 2627 : 000| 2309] 7
P22102 ::::1: 232::)21:1?136 plosynihetie GART - .| 052 0.00| 2185 r
2314 g}bzl)?::;llil like modifier-activating UBAI | 053 0.00 256 A
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B PPIB Segmento ¢
P23284 transmembrana - 26,82 24,73
P23526 Adenosylhomocysteinase AHCY _ 0.507 27.10 27.82 E
pa3spg | Cofilin-1 CFLI | o628 2509|2513 -
p26o3g | Moesin MSN - 0,530 24,66| 2583 -
P26447 | Protein S100-A4 S100A4 | 0724 0.00| 2248 0
pa7797 | Calreticulin CALR 17-18 ! 0.00| 2479 0
p27824 | Calnexin CANX 20-21 d 0.00| 2313 A
P28070 Proteasome subunit beta type-4 PSMB4 _ 0.565 22.91 23.11 _
P28074 Proteasome subunit beta type-5 PSMBS . 0.726 24.05 24.73 ~
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Ubicacion del

D Proteina Gen |sitiodecortedet| NN- | Lrger | MEQ “[;"nj‘f';:g:l
péptido sefial
P29218 Inositol monophosphatase 1 IMPA1 ) 0.577 23,75 23 56 -
P29692 Elongation factor 1-delta EEF1D ) 0,529 0.00 24 64 A
P30050 60S ribosomal protein L12 RPLI12 _ 0,865 0.00 2344 A
Serine/threonine-protein phosphatase
2A 65 kDa regulatory subunit A alpha | PPP2R1A ()
P30153 isoform - 0,562 22,53 25,06
P30566 Adenylosuccinate lyase ADSL ; 0,558 0.00 23.00 A
P30740 Leukocyte elastase inhibitor SERPINBI } 0516 24,75 2558 -
P31153 iss:fi::;y-gg.ezthmmne synihase MAT2A | 0ss2 000| 2367 g
p31431 | Syndecan-4 SDC4 18-19 : 2434 0,00 v
p32119 | Peroxiredoxin-2 PRDX2 -l o2 2352|2345 -
P35998 268 protease regulatory subunit 7 PSMC2 ) 0.713 0.00 2195 )
P36955 Pigment epithelium-derived factor SERPINF1 19-20 ) 25.07 0.00 N7
P38919 Eukaryotic initiation factor 4A-I11 EIF4A3 ) 0.698 0.00 25.12 n
P40926 Malate dehydrogenase, mitochondrial MDH2 ) 0.644 2273 0,00 ¥
parso | Olycine--tRNA ligase GARS 2627 - 000| 2429 0
P45973 Chromobox protein homolog 5 CBX5 ) 0.740 0,00 2204 )
pas976 | Clycogenin-l GYGI - 0540 2535 26,17 -
P47756 F-actin-capping protein subunit beta CAPZB ) 0.543 25.00 24.77 R
pso453 | Serpin BY SERPINB9 -| 0559 21.73 0,00 M
psoas4 | Serpin Hl SERPINHI 18-19 = 2268 0,00 v
HS(.:70-interacting protein arcinoma STI3 A
P50502 antigen - 0,765 0,00 26,21
P50990 T-complex protein 1 subunit theta CCTS8 } 0,508 24.34 2717 )
P50991 T-complex protein 1 subunit delta CCT4 ) 0,535 22.04 25.22 ~
P51148 Ras-related protein Rab-5C RAB5C ) 0.865 0.00 21.94 1.
P55058 Phospholipid transfer protein PLTP 17-18 } 23.80 0,00 N7
Eukaryotic translation initiation factor EIF6 }
P56537 6 - 0,584 22,43 23,20
59908 ::f;;r; irteél‘ated protein 2/3 complex ARPC4 ] 0.646 2405 2475 )
pe0174 | Imiosephosphate isomerase TPI1 -l o510 2724| 26,16 v
Eukaryqtic translation initiation factor EIF3E A
P60228 3 subunit E - 0,631 0,00 22,66
P60842 Eukaryotic initiation factor 4A-1 EIF4Al ) 0.631 2320 26.99 -
P61088 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 UBE2N ) 0.676 2331 2344 =
pea1sg | Calmodulin CALMI -l om0 27| 297 -
P62826 GTP-binding nuclear protein Ran RAN ) 0.582 26.40 2623 =
P62906 60S ribosomal protein L10a RPLI10A _ 0.637 0.00 2422 )
P63010 AP-2 complex subunit beta AP2B1 ) 0.677 21.36 0.00 ¥
P63261 | Actin, cytoplasmic 2 ACTGI - os0s 2756 29,04 A
P67809 I:rl::if:sle sensiive clement-binding YBXI -l 0733 000 2312 T
P68366 Tubulin alpha-4A chain TUBA4A B 0.550 0.00 23,04 )
peg371 | Tubulin beta-4B chain TUBB4B -l o501 2455 2555 -
pgl60s | Dermeidin DCD 19-20 3 2542| 2251 -
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Ubicacion del 2
NN- LFQ Diferencia
1D Proteina Gen sitio de corte del Pl LFQCT CT TFD | significativa
péptido sefial
P84077 ADP-ribosylation factor 1 ARF1 } 0,508 26,71 27.19 -
P84085 ADP-ribosylation factor 5 ARF5 ) 0.650 0,00 23,05 'y
Q00796 Sorbitol dehydrogenase SORD R 0,511 2436 2475 =
Hydroxymethylglutaryl-CoA
Q01581 | synthase, cytoplasmic HMGCSI | 0560 000 2330 t
Q02413 | Desmoglein-1 DSGI 2324 . 24,46 0,00 v
Q6830 | Peroxiredoxin-1 PRDX1 .| o052 2434|2454 -
Q07812 Apoptosis regulator BAX BAX ; 0,701 0,00 25.03 )
Protein-glutamine gamma-
Q08188 | glutamyliransferase E TGM3 | 0500 2204| 0,00 v
Q08380 Galectin-3-binding protein LGALS3BP 18-19 B} 27.57 25.04 ¥
Qosss4 | Desmocollin-1 DSCI 3233 : 2374 0,00 v
Q09028 Histone-binding protein RBBP4 RBBP4 ) 0,636 23.03 22,69 -
Q12792 | Twinfilin-1 TWF! | 0663 000 2189 A
Heat shock protein 75 kDa,
Q12931 | mitochondrial TRAPI -l o619 000| 2272 0
Q13185 Chromobox protein homolog 3 CBX3 R 0,540 0,00 23.92 A
Mitotic spindle assembly checkpoint
013257 | protein MAD2A MAD2LI | 0836 0,00| 2335 *
Q13308 Inactive tyrosine-protein kinase 7 PTK7 30-31 ) 21.49 0,00 "
Q13838 Spliceosome RNA helicase DDX39B DDX39B } 0.509 2436 26,40 -
Q13885 Tubulin beta-2A chain TUBB2A ) 0,765 0.00 2542 ~
Q14019 Coactosin-like protein COTLI } 0,765 23,41 2227 -
Q14126 | Desmoglein-2 DSG2 2324 : 20,92 0,00 v
Q14974 Importin subunit beta-1 KPNB1 ) 0.588 0.00 2320 A
Q15185 Prostaglandin E synthase 3 PTGES3 . 0,729 0,00 2358 )
Q15365 Poly(rC)-binding protein 1 PCBPI i} 0,549 0.00 22,52 )
Q15393 Splicing factor 3B subunit 3 SF3B3 ) 0.645 0,00 22,64 A
Transforming growth factor-beta-
Q15582 | induced protein ig-h3 TGFBI 23-24 ; 21,88 0,00 v
Q15758 Neutral amino acid transporter B(0) SLCI1AS } 0.734 24,03 23.04 =
Vesicle-associated membrane protein
Q15836 3 VAMP3 - 0,570 0,00 23,34 *
Q15907 Ras-related protein Rab-11B RABIIB . 0527 2544 25.12 R
268 proteasome non-ATPase
Q16401 | regulatory subunit 5 PSMD5 .| 0ss8 000 2294 r
Q16531 DNA damage-binding protein 1 DDB1 R 0,554 0.00 23.86 A
Cellular retinoic acid-binding protein
Qssyz4 |2 CRABP2 - o613 21,86 0,00 v
QSTEE2 Histone deacetylase 1 HDACI1 _ 0,594 0,00 2229 )
N-acylneuraminate
Q8NFW8 | cytidylyltransferase CMAS - o612 000| 2234 r
092820 Gamma-glutamyl] hydrolase GGH 2021 ) 22.72 2035 E
Isochorismatase domain-containing
Q96CN7 | protein 1 1S0Ct - 0,616 0,00 21,99 t
Quos74 | Neuroserpin SERPINI1 18-19 - 2431 0,00 v
Q9GZP4 PITH domain-containing protein 1 PITHDI1 R 0.680 21,69 0.00 N’
QUHB7I Calcyclin-binding protein CACYBP _ 0,690 0,00 22.56 A
Q9NVD7 | Alpha-parvin PARVA | osn 000 2195 A




Resultados y Discusion R

Ubicacion del 5 .
NN- LFQ Diferencia
ID Proteina Gen si::pc::dzosr:; =:ilel daide LFQCT CT TFD | significativa
Q9UBEO SUMO-activating enzyme subunit 1 SAE1L i 0534 0.00 272 A
268 proteasome non-ATPase
QIUNM6 | regulatory subunit 13 PSMDI13 | o527 0,00| 2438 t
QVY220 Protein SGT1 homolog SUGT!1 ; 0.509 21.87 0,00 ¥
QoY312 Protein AAR2 homolog AAR2 } 0517 0.00 2243 A
QOY3AS5 Ribosome maturation protein SBDS SBDS ] 0.627 0.00 2259 A
R4GN9g | Protein S100 S100A6 -l 0709 2325|2422 -

En los cultivos 3D del grupo control (CT) se encontraron 84 proteinas, de las cuales el
20,23% fueron secretadas por la via clasica y el 79,77% por la via no clasica. El nimero de proteinas
secretadas aument$ significativamente en los cultivos 3D fotosensibilizados (132 proteinas), en

donde el 15,84% fue liberado por la via clasica y el 84,16% por la via no clésica (Figura 49).

Via clasica: 12
proteinas

Via clasica: 17
proteinas

Vi lasicas:
2‘5}' g‘:o‘;eing::s Vias no clasicas:

120 proteinas

Figura 49: Proteinas identificadas en los secretomas de esferoides de carcinoma colorrectal sometidos o no a fotosensibilizacién.
Las proteinas identificadas en los secretomas de los microtumores no tratados (CT) o tratados (CT TFD) con condiciones letales de
tratamiento fotodindmico fueran clasificadas segun su via de secrecion utilizando los software SignalP 4.1 y SecretomeP 2.0, para las

vias clasicas y no cldsicas, respectivamente.

En relaciéon a estos resultados, recientemente se ha demostrado que los secretomas
provenientes de células tumorales contienen gran cantidad de proteinas secretadas por vias no
convencionales, en ausencia de péptido sefial'®. El rol de estas proteinas ha sido controversial y ha
dado lugar a diversas especulaciones en los ultimos afios. Por un lado, se postulé que las vias de
secrecion no clasica podrian constituir una estrategia para incrementar la complejidad de los
organismos durante la evolucién y maximizar la diversidad funcional. La ausencia del péptido sefial

es sefialada como una forma de economizar el disefio y sintesis proteica'®'. Otra hipétesis propone
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que estas proteinas podrian ejercer multiples roles en diversos compartimentos celulares con el
objetivo de integrar funciones globales en los tejidos. Por lo tanto, las proteinas localizadas
intracelularmente podrian ejercer funciones alternativas en el espacio extracelular'®?. En relacion a
los secretomas tumorales, la contribucion fuerte y significativa de las vias no clasicas de secrecién
podria utilizarse tanto para el descubrimiento de nuevos biomarcadores como para dianas
terapéuticas especificas'®.

Las interacciones proteina-proteina desempefian un papel fundamental en el control de los
principales procesos celulares'®. Por ello, a continuacién se propuso investigar las interacciones
entre los factores solubles regulados positiva y negativamente de forma significativa por la TFD
(Tabla V), utilizando el software libre String 10.

String es una base de datos de interacciones entre proteinas conocidas y predichas. Las
interacciones incluyen tanto asociaciones directas (fisicas) como indirectas (funcionales). Se basan
en cuatro fuentes: contexto gendémico, experimentos HT (“high-throughput”, de alto rendimiento),
co-expresion (conservada) y conocimiento previo (datos bibliograficos)'®. El analisis realizado por
String demostré que las proteinas cuya secrecion disminuyé significativamente por el estimulo
fotodinamico interactian de forma significativa (n = 28; p-value = 6,51x10™; interacciones
observadas = 10; interacciones esperadas = 3) (Figura 50). En el caso de aquellas proteinas cuya
liberacion al medio extracelular aumentd en respuesta a la TFD, la interaccién también resulto
significativa (n = 80; p-value = 0; interacciones observadas = 203; interacciones esperadas = 8.9)
(Figura 51).
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Figura 50. Las proteinas cuya secrecion disminuye por la TFD interactiian de forma significativa.
La red de interacciones fue realizada a través del software String 10. La intensidad de la linea de unién entre proteina-proteina es

proporcional a la significancia biolégica de la interaccion entre ambas.
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Figura 51. Las proteinas cuya secrecién se incrementa por la TFD interactiian de forma significativa.
La red de interacciones fue realizada a través del software String 10. La intensidad de la linea de union entre proteina-proteina es

proporcional a la significancia biolégica de la interaccion entre ambas.

Dentro de una red de interaccién de proteinas, la alta conectividad entre los componentes
significa que estan involucrados en un mismo proceso biologico. En este sentido, el analisis de

enriquecimiento ontologico-funcional permite evaluar el impacto a nivel sistémico de un grupo de
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moléculas, en este caso proteinas, que en su conjunto alteran, modifican o enriquecen un proceso
bioldgico, funcién molecular, vias metabdlicas, en repuesta a un estimulo. Para poder realizar este
andlisis, es necesario recurrir a diferentes bases de datos, que contienen la informacién ontologica-
funcional relacionada a dichas moléculas-candidatas'®.

En el presente estudio utilizo la base de datos “Pathway Interaction Database” (PID)'%. Esta
herramienta permitié identificar las vias de sefializaciéon molecular y eventos regulatorios claves en
procesos celulares que se encuentran enriquecidos en el conjunto de proteinas cuya secrecion
aumento o disminuy6 significativamente en respuesta a la TFD.

Como era previsto, la TFD increment6 la secrecién de proteinas involucradas en muerte
celular, especificamente en la activaciéon de caspasas (Tabla VI), probablemente en respuesta a la
citotoxicidad ejercida por la terapia '*’. Asimismo, ciertas vias asociadas a la tumorigénesis se vieron
enriquecidas bajo este estimulo, como es el caso de la sefializaciéon mediada por la quinasa Aurora
B'%, regulacion de la telomerasa 19"y activacion transcripcional de C-MYC''? (Tabla VI). El eje
Aurora B — C-MYC - Telomerasa ha sido descripto en carcinoma colorrectal, y se encuentra
regulado por la interaccién entre la proteina anti-apoptdtica Survivina y Aurora B'''. Estudios
previos de nuestro laboratorio han demostrado que la fotosensibilizacion de células tumorales es
capaz de inducir la expresion y actividad de Survivina'', lo que podria explicar, al menos en parte,
la implicancia de estas vias pro-tumorales en la respuesta a la TFD. Ademads, diversas vias de
sefializacion intracelular seran activadas por los factores solubles inducidos por el estimulo
fotodinamico, tales como aquellas que involucran al receptor de glucocorticoides, PTP1B, la via

Hedgehog, activacion de NFAT en linfocitos, entre otros (Tabla VI).

Tabla VI. Principales vias de seitalizacion celulares enriquecidas por proteinas cuya secrecion aumenté luego de la
Sotosensibilizacion. 10 vias involucradas estdn ordenadas segin la probabilidad de que incluyan las proteinas del conjunto analizado.
Cuanto menor sea el valor p, mayor serd la probabilidad de que el conjunto de proteinas esté sesgado hacia un camino determinado.

Los pardmetros para generar el valor de p son el tamafio del conjunto de proteinas, el niimero de biomoléculas en una via dada y el

nimero de moléculas de dicha via en la base de datos PID.
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"Sefalizacién por Aurora B CBXS5, NPMI, STMNI, VIM 4,4e—
Dianas de la activacién transcripcional de C-MYC BAX, LDHA, NPM1, PTMA 9,41e-04
Regulacién de la telomerasa HDACI1, HDAC2, PTGES3 4,89¢-03
Via regulatoria del receptor de glucocorticoides BAX, HDACI1, HDAC2 8,03e-03
Eventos de sefializacién mediados por HDAC de clase III BAX, TUBB2A 1,63e-02
Sefializacion de quinasas asociadas a integrinas NACA, PARVA 2,20e-02
Eventos de sefializacién de la via Hedgehog mediados por Gli HDACI, HDAC2 2,37e-02
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Eventos de sefializaciéon mediados por PTPIB CAPNI1, YBX1 2,73e-02
Apoptosis mediada por caspasas BAX, VIM 3,21e-02
Rol de la via NFAT dependiente de calcineurina en linfocitos BAX, KPNB1 3,31e-02

Por otro lado, la fotosensibilizacion de los microtumores disminuy6 la secrecion de proteinas
involucradas en la adhesion célula-células y célula-sustrato (Tabla VII), especificamente aquéllas
relacionadas con integrinas y los proteoglicanos syndecan'”’. Ademas, se redujo la liberacién de
diversos mediadores de vias de regulacion de factores de transcripcion (FOXA2, FOXA3) y factores
de crecimiento (FGF).

En relacién a la via de HIF-1, enriquecida en el conjunto de proteinas cuya secrecion
disminuyé luego de la fotosensibilizacién, ésta se encuentra representada por el receptor de
transferrina (TFRC, del inglés “Transferrin receptor protein 1”). El hierro es un elemento clave para
el crecimiento y metabolismo celular, debido a que forma parte del sitio activo de diversas enzimas,
compone el grupo hemo, cataliza reacciones redox que implican proteinas, lipidos, carbohidratos y
acidos nucleicos, entre otras funciones''*. Por ello, la homeostasis del hierro esta estrechamente
regulada. El hierro en suero se transporta principalmente por la transferrina (TF), la que suministra el
metal a las células que lo requieran. La TF cargada con hierro interactiia con el receptor de
transferrina (TFRC), y luego el complejo es internalizado por endocitosis mediada por receptor. Es
asi como el TFRC juega un papel crucial en el control de entrada de hierro en las células'". Se ha
reportado de la expresion de TFRC se vio incrementada en condiciones de hipoxia, evento mediado
por el factor HIF-1"%""7 Por otro lado, diversos estudios demostraron que el TFRC puede formar
parte del secretoma de células normales'’® y tumorales''” a través de su secrecién mediada por

exosomas, aunque su funcion en el didlogo autdcrino y paracrino aun no ha sido caracterizada.

Tabla VII. Principales vias de sefializacion celulares enriquecidas por proteinas cuya secrecién disminuyé luego de la
Sfotosensibilizacion. 9 vias involucradas estdn ordenadas segin la probabilidad de que incluyan las proteinas del conjunto analizado.
Cuanto menor sea el valor p, mayor serd la probabilidad de que el conjunto de proteinas esté sesgado hacia un camino determinado.

Los parametros para generar el valor de p son el tamafio del conjunto de proteinas, el nimero de biomoléculas en una via dada y el

nuimero de moléculas de dicha via en la base de datos PID.

| i L radas
' Interacciénde Beta3 integrinaen lasupeielur T SD4, TFBI . T ,103
Dianas de la activacion transcripcional de C-MYC SERPINI1, TFRC 4,33e-03
Eventos de sefializaciéon mediados por syndecan-4 SDC4 4,81e-03
Interaccién de Beta2 integrina en la superficie celular TGFBI 3,40e-02
Via de los factores de transcripcién FOXA2 y FOXA3 TFRC 5,41e-02
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Eventos de sefializacién mediados por syndecan-1 PPIB 5,63e-02
Rol de la via NFAT dependiente de calcineurina en linfocitos SLC3A2 5,63e-02
Via de sefializacion de FGF SDC4 7,14e-02
Via del factor de transcripcién HIF-1 TFRC 7,56e-02

Teniendo en cuenta los objetidos planteados en este trabajo de investigaciéon en relacién al
factor HIF-1, a continuacidén se analizé la significancia biologica de la via de HIF-1 en ambos
secretomas analizados: CT y CT TFD. Los datos obtenidos a través del analisis ontolégico-funcional
utilizando la base de datos PDI mostraron que la significancia bioldgica de la via de HIF-1
disminuy0 luego de la fotosensibilizacion (Figura 52), lo que se correlaciona con la disminucion de

células HIF + post-TFD (Figura 40).
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Figura 52, La TFD disminuye la significancia bioldgica de la via de HIF en el secretoma tumoral.
La significancia fue calculada como —logl0 del valor p, obtenido a través del andlisis ontolégico-funcional de las proteinas que

constituyen el secretoma utilizando la base de datos PID.

5.12. Evaluacion de la angiogénesis in vitro en respuesta a la fotosensibilizacion tumoral

La angiogénesis, definida como el crecimiento de nuevos capilares sanguineos a partir de
vasculatura preexistente, es un complejo proceso que involucra la activacién, migraciéon y
proliferacion de células endoteliales (CEs) en respuesta a sefiales pro-angiogénicas. Estas sefiales
incluyen factores solubles que se liberan al medio extracelular y que en su mayoria son regulados por
HIF-1 como respuesta a condiciones hipoxicas: el incremento de la vasculatura provee de oxigeno y
nutrientes necesarios para revertir esta condicion'?’. La relacién entre TFD y angiogénesis fue
establecida por primera vez por Ferrario y colaboradores’!, los cuales demostraron que la
combinacién del tratamiento fotodinamico con inhibidores de angiogénesis incrementa la eficiencia

terapéutica.
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Con el proposito de examinar el efecto de la fotosensibilizacion sobre el reclutamiento de
CEs, se realizaron ensayos de estimulacion paracrina mediante el uso de MCs. Para ello, se
generaron esferoides de células de microvasculatura HMEC, los cuales fueron incubados en
presencia de factores solubles secretados por microtumores con o sin tratamiento fotodindmico. Las
células migrantes se cuantificaron a las 24 h. La estimulacion paracrina proveniente de los esferoides
fotosensibilizados disminuyd significativamente el nimero de células endoteliales migrantes (Figura
53).

Control TFD

Figura 53. La fotosensibilizacién tumoral disminuye la migracion de células endoteliales.

Esferoides de células HMEC (20000 cel/esferoide) fueron estimulados durante 24 h con medios condicionados (MCs) provenientes de
esferoides sometidos o no a TFD. Se tomaron imdgenes representativas de los esferoides endoteliales tefiidos con azul de toluidina.
Referencias: control, células sin tratar; TFD, células incubadas con la droga (Me-ALA 0,3 mM) y posteriormente irradiadas (0,7
Jren?).

El proceso angiogénico es un evento morfogenético complejo y altamente regulado que
involucra la migracién y proliferacion de las CE hacia el estimulo angiogénico desencadenado en el
microambiente tumoral. Para dar lugar a la nueva vasculatura en formacion, las células proliferan y
se asocian en estructuras tubulares, proceso conocido como tubulogénesis. El cultivo de células
endoteliales en una matriz extracelular que le brinde el contexto fisiologico presente en un contexto
in vivo permite imitar este fenomeno y por lo tanto proporcionar modelos experimentales para el
estudio de los factores bioldgicos involucrados y como éstos pueden modificarse con la terapia'?'.

Para evaluar el efecto de la TFD sobre el proceso de tubulogénesis, las células endoteliales
plaqueadas sobre Matrigel fueron incubadas en presencia de los MCs. Estos MCs provenian de
cultivos 3D de la linea celular SW480 control y sometidos a dosis de tratamiento fotodindmico letal.
Se demostré que la fotosensibilizacion indujo una menor expresiéon de factores solubles inductores

de la morfogénesis de las CE (Figura 52).
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Control TFD

Figura 52. La fotosensibilizacién tumoral disminuye la tubulogénesis endotelial.
Las células HMEC fueron crecidas sobre pocillos recubiertos de Matrigel® en presencia de MCs provenientes de esferoides de
células SW480 sometidos o no a TFD. Las células fueron fotografiadas a las 3 hy se muestran imdgenes correspondientes a un
ensayo representativo. Referencias: control, células sin tratar; TFD, células incubadas con la droga (Me-ALA 0,3 mM) y

posteriormente irradiadas (0, 7 Jlem?).

Los VEGFs (VEGFa, VEGFb, VEGFc, VEGFd) son las citoquinas pro-angiogénicas mas
importantes y median sus funciones a través de su unién a los tres receptores tirosina quinasa
expresados en la membrana de las CEs: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1/KDR), y VEGFR-3 (Flt-
4)'%, Por esta razon, para confirmar el rol de los microtumores fotosensibilizados sobre el proceso de
angiogénesis, se evalud la expresion de VEGFa luego de la TFD. Como era esperado, se observo una

marcada y significativa disminucion de la transcripcion del ARNm de esta citoquina (Figura 55).
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Figura 55. La TFD suprime la expresion de VEGFa.
Los esferoides de células SW480 (20000 células iniciales) fueron incubados con Me-ALA (0,3 mM) durante 24 h. Posteriormente,
fueron irradiados con una dosis de luz de 0,7 Jicm’. A las 24 h posteriores al tratamiento, se evalud la expresion de VEGFa por RT-
gPCR. Los niveles relativos de ARNm se calcularon segin: 2**T= [(CT gen en la muestra — CT 18S en la muestra) — (CT gen en el
control — CT B-18S en el control)] y los valores de expresién se normalizaron a los valores obtenidos en el control. Andlisis
estadistico: Anova en una via, Bonferroni post-test, *** p < 0,001. Referencias: control, células sin tratar; TFD, células incubadas

con la droga y posteriormente irradiadas.
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Los estudios abocados a dilucidar el efecto de la TFD sobre el proceso angiogénico han
mostrado resultados controversiales. Teniendo en cuenta que la hipoxia intratumoral puede ser

123-125

agravada por la intervencién fotodinamica , muchos reporfes lograron identificar factores pro-

D'2#126-128  gin embargo, otros han sefialado al tratamiento

angiogénicos inducidos por la TF
fotodinamico como candidato con potencial anti-angiogénico'?®'*°. Estas observaciones sugieren que
las condiciones terapéuticas en las que se aplica la fotosensibilizacion, tales como la droga
fotosensibilizante, dosis y potencia de irradiacion, y principalmente la intensidad del efecto
tumoricida, condicionan el desencadenamiento de eventos relacionados con la resistencia a la terapia
y consecuentemente la recidiva de la enfermedad.

En el presente trabajo, se demostré que la disminucién de la estimulaciéon endotelial en
presencia de los factores solubles secretados por los tumores fotosensibilizados concuerda con lo
observado en la caracterizacion del secretoma, en donde se demostré que la significancia bioldgica
de la via de HIF se vio suprimida luego de la TFD (Figura 52). Asimismo, estos datos son
reafirmados con la inhibicién en la expresion de VEGF por parte de los esferoides sometidos al
tratamiento fotodindmico. En base a los resultados obtenidos hasta el momento, el protocolo de
tratamiento aplicado resulta prometedor, ya que genera una notable mortalidad tumoral
(aproximadamente un 70%) y no desencadena una induccidn de angiogénesis post-tratamiento. Estas
caracteristicas resultarian alentadoras sélo si consideramos al tumor como un conjunto de células
aisladas de su entorno. Sin embargo, actualmente se considera que las interacciones de las células
tumorales con los diferentes componentes del estroma tumoral, tales como fibroblastos, células

inflamatorias, matriz extracelular, juegan un papel importante en el desarrollo neoplasico'®"*? y

consecuentemente deben considerarse al momento de evaluar una terapia anti-cancerl'genalzs.

5.13. Disefio de co-cultivos que imiten la interaccion entre células tumorales y
estromales

Tres décadas atras, Dvorak introdujo la idea de considerar a los tumores como “heridas que
no sanan”'*. En ese momento, la investigacion del cancer se centraba unicamente en las células
transformadas malignas con respecto a sus anomalias genéticas, cambios epigenéticos, y expresion
de genes alterados. Sin embargo, el conocimiento sobre el microambiente tumoral, constituido por el
estroma y el tumor al que acompaiia, fue aumentando desde ese entonces""'**. En la actualidad, el
estroma asociado al céncer se considera un medio complejo donde tienen lugar una variedad de
interacciones que involucran a las células del tumor y las células del estroma huésped no
transformadas. Mientras las células tumorales proliferan e invaden el habitat del estroma, el sistema

inmune del huésped se congrega alrededor de los nidos tumorales con la concomitante induccion de
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la angiogénesis'>’. Estos cambios dindmicos que tienen como protagonistas claves a las células
estromales en respuesta al desarrollo de la lesién tumoral se asemejan a una reaccion de curacion de
heridas'®®, y se denomina reaccion desmoplasica.

La reaccion desmoplasica fisiologica es llevada a cabo principalmente por la activacion de los
fibroblastos, que se diferencian en “miofibroblastos"'*®. Los fibroblastos asociados a los tumores
(CAFs, del inglés “Cancer Associated Fibroblasts™) se asemejan fenotipica y funcionalmente a los
miofibroblastos presentes en tejidos en proceso de cicatrizacion. Las caracteristicas distintivas de los
CAFs incluyen la expresion de actina a de miusculo liso (a-SMA, del inglés “alpha-smooth muscle
actine™) en los microfilamentos citopldsmicos, mientras que los fibroblastos quiescentes expresan
vimentina'*’. Los CAFs producen una matriz extracelular enriquecida en colageno tipo Il y V,
caracteristica y responsable de la consistencia dura de muchos carcinomas'®, y ademds son los
principales generadores de colageno I, molécula asociada a la resistencia tumoral a la
quimioterapia’ %140,

Los CAFs son una importante fuente de factores de crecimiento que estimulan la promocion
tumoral. Recientemente, se ha demostrado que los CAFs tienen la capacidad de modular todas las
capacidades propias del fenotipo neoplasico, inclusive aquellas vinculadas a la hipoxia
intratumoral'*!. Por ello, se propuso investigar la implicancia de los fibroblastos en la respuesta a la
TFD, utilizando el modelo hipédxico tridimensional de carcinoma colorrectal.

Con el fin de caracterizar el efecto de la presencia de las células estromales fibroblasticas en
la morfologia del microambiente tumoral colorrectal, se generaron cultivos 3D heterotipicos
utilizando diferentes proporciones de células tumorales y fibroblastos que recrearon la interaccién
parénquima-estroma presente en una neoplasia in vivo. Teniendo en cuenta que la fluorescencia es la
herramienta mas conveniente para identificar las distintas poblaciones en modelos de co-cultivo'*?,
se utilizo la linea SW480-G, descripta en el apartado 5.5.2. Esta linea expresa constitutivamente
GFP, por lo que las células tumorales se diferenciaron fenotipicamente de los fibroblastos humanos
MRC-5 por su fluorescencia verde.

Al comparar el patron de fluorescencia de las células tumorales GFP + y la tincién nuclear de
ambas poblaciones, se observé que la distribucién de SW480-G y MRC-5 dentro del esferoide fue
homogénea (Figura 56A). El aumento de la relacién fibroblastos:células tumorales se asocidé a una

disminucién en el didmetro del microtumor (Figura 56).
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Figura 56. Los esferoides heterotipicos compuesto por fibroblasto-tumor representan la interaccién tumor-estroma del
microambiente tumoral.

Las células tumorales SW480-G y fibroblastos MRC-5 fueron sembradas en diferentes proporciones (20000 células por esferoide) en
placas de 96 pocillos con fondo redondo previamente recubiertas de agarosa 1% (técnica LO) y se incubaron durante 3 dias. (4)
Imdgenes en campo claro (panel superior) y de fluorescencia (paneles inferiores) con el aumento 4X. Las células tumorales GFP+
fluorescen en verde y los niicleos de ambas poblaciones fueron tefiidos con Hoechst. (B) Radio de los esferoides generados,

cuantificado utilizando el software ImageJ 1.42q.
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Para dilucidar la relevancia bioldgica y clinica de la presencia de CAFs en el microambiente
tumoral de carcinoma colorrectal, Tsujino y colaboradores cuantificaron esta poblacion en tumores
de 192 pacientes utilizando a-SMA como marcador. Esta investigacion demostré que el estroma
tumoral de CCR contiene una proporciéon de CAFs de 0,35-19%, con una media de 5,55+3,85%. La
presencia de CAFs se asocié con una disminucion de la supervivencia libre de enfermedad para
tumores en estadio II y III. La metastasis hepatica conservo la reaccion desmoplasica tipica de la
region neoplasica. Estos resultados sugieren que la abundancia de CAFs en el estroma tumoral puede
ser utilizada como factor pronodstico de recurrencia de la enfermedad luego de la reseccion
quirurgica'®.

En los siguientes experimentos, se utilizara una proporcién de 5,55% de fibroblasto en los co-

cultivos. De esta manera, se reproducird lo observado en biopsias de carcinoma colorrectal'®,

imitando asi no solo la arquitectura tumoral sino también su composicion.

5.14. Caracterizacion del secretoma de esferoides tumorales homo y heterotipicos
El didlogo tumor-estroma no sélo depende de las interacciones célula-célula, sino también del

didlogo autdcrino y paracrino regulado por los factores solubles liberados al medio extracelular por
las diferentes poblaciones que componen el microambiente tumoral®>.

Por esta razén, a continuacion, se caracterizaron los secretomas provenientes de esferoides
compuestos por células tumorales (homotipicos, CT) y de esferoides compuestos por células

tumorales y fibroblastos (heterotipico, CT + F) (Tabla VIII).

Tabla VIII. Lista de proteinas identificadas en los secretomas de esferoides homotipicos (CT) y heterotipicos (CT + F). Se detalla el
ID segiin UniProt, el nombre de la proteina (en idioma inglés), el gen correspondiente, la ubicacion del péptido sefial en aquellas
proteinas secretadas por la via cldsica (SignalP), el NN-score de las proteinas secretadas por vias no cldsicas (SecretomeP, el NN-
score debe ser mayor a 0.5), la valor de LFQ (“label-free quantification”) de las proteinas en ambos secretomas, y se sefialan las
moléculas cuya diferencia de expresion es significativa (P aumento en el secretoma heterotipico, W disminucion en el secretoma

heterotipico, T-test).

Ubicacién del . 3
D Proteina Gen sitode cortedel | N | kpger ||L1FQ | DHerencia
5 score CT +F | significativa
péptido sefial
B4DLRS NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1 NQOI _ 0,744 23,94 24,93 .
B8ZZQ6 | Prothymosin alpha PTMA . 0,602 26,00 29,50 -
E9PBS1 Multifunctional protein ADE2 PAICS } 0,531 0,00 22,80 )
E9PES6 | High mobility group protein B3 HMGB3 . 0,770 0,00 22,93 A
E9PHH3 | Syndecan-1 SDC! 22.23 - 0,00 26,18 t
F2z2Y4 | Pyridoxal kinase PDXK N 0,586 0,00 22,09 )
F5GY90 | Porphobilinogen deaminase HMBS . 0,907 21,07 0,00 ¥
FgVNT9 | D63 antigen CD63 Segmento ; 2351| 25,78 §
transmembrana
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D Proteina Gen silri: ':;c;::t: :Ilel ;:; LFQCT CI'JI‘F-?F s::;?;ﬁ:;:a
péptido seial
F8VZJ2 Ic‘loa;;?;;‘;‘l’llg'&fgt;‘]’;fs°°ia‘°d NACA | oes 000 23,78 A
G3V3M6 gi‘:'(ap““mc or apyrimidinic site) | Apgyx, | o062 2354 2291 -
HOYMZ1 | Proteasome subunit alpha type PSMA4 . 0,613 23,47 24,48 -
H7C3P9 COP9 signalosome complex subunit 3 COPS3 } 0,617 0,00 22,84 n
J3KTF8 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 ARHGDIA ) 0,876 27,51 27,52 -
13QS39 | Polyubiquitin-B UBB . 0,601 22,36 25,71 -
J3QT28 Mitotic checkpoint protein BUB3 BUB3 R 0,760 0,00 22,74 A
000154 | Cytosolic acyl coenzyme A thioester | 1y 0,666 2147|2321 -
hydrolase - ’ ’ ’
000391 | Sulfhydryl oxidase 1 QSOX1 29-30 . 23,50 25,53 -
015498 | Synaptobrevin homolog YKT6 YKT6 B 0,574 24,18 24,59 )
060361 | Ftative nucleoside diphosphate NME2P1 | o5 000 2297 4
060547 | GDP-mannose 4,6 dehydratase GMDS . 0,545 0,00 22,56 ey
060664 | Perilipin-3 PLIN3 . 0,559 0,00 22,65 )
075083 | WD repeat-containing protein 1 WDRI1 . 0,518 0,00 21,00 »
075223 | Gamma-glutamylcyclotransferase GGCT i 0,503 23,95 24,00 -
075874 | 1socitrate dehydrogenase [NADP] IDHI 0,547 21,08 0,00 ¥
cytoplasmic - ’ ’ ’
095861 | 3'(2),5"-bisphosphate nucleotidase 1 BPNTI i 0,682 22,70 22,85 -
P00338 | L-lactate dehydrogenase A chain LDHA . 0,549 27,86 28,32 -
P00491 {Plfgg;’ nucleoside phosphorylase PNP | o509 2429 2464 .
P00492 Sﬁ‘;ﬁ“g&‘;‘;f;‘;"s‘g&e HPRTI | o767 2283| 23,01 .
Poosos | Aspartate aminotransferase, GOT2 | o305 2409 2540 -
P01034 | Cystatin-C CST3 20-21 2 21,67 21,60 -
P02786 | Transferrin receptor protein 1 TFRC y 0,611 21,81 23,54 4
P02794 | Ferritin heavy chain FTHI | 0,621 24,26 28,24 »
P05121 Plasminogen activator inhibitor 1 SERPINE1 23-24 = 0,00 25,16 A
P05161 Ubiquitin-like protein ISG15 ISG15 . 0,702 22,37 0,00 v
P05783 | Keratin, type I cytoskeletal 18 KRTI18 . 0,725 23,15 24,58 -
Poss7 | ATP synthase subunit beta, ATPSB | o5 000 2365 A
P06733 | Alpha-enolase ENOI . 0,536 27,60 27,41 -
P06748 Nucleophosmin NPM]1 - 0,811 0,00 23,03 )
P07093 | Glia-derived nexin SERPINE2 19-20 - 0,00 24,16 E
P0O7195 L-lactate dehydrogenase B chain LDHB } 0,569 27,81 27,46 -
P07355 | Annexin A2 ANXA2 . 0,746 24,87 2422 -
P07954 Fumarate hydratase, mitochondrial FH R 0,551 24,24 2423 R
P0O8195 4F2 cell-surface antigen heavy chain SLC3A2 R 0,644 22,71 24,47 -
P08581 Hepatocyte growth factor receptor MET 2425 . 0,00 22,38 t
P08670 | Vimentin VIM . 0,512 0,00 23,56 ,
P09211 Glutathione S-transferase P GSTPI1 = 0,545 0,00 24,16 1
P11021 78 kDa glucose-regulated protein HSPAS 18-19 _ 0,00 22,09 A
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Ubicacibn del
D Proteina Gen sitio de corte del ::::_-e LFQCT C’li‘F-I?F s?i::f';f:::l‘: a
péptido sefial g
P11166 Solute carrier family 2, facilitated SLC2A1 Segmento ) 0.00 23 88 Iy
glucose transporter member 1 transmembrana ’ i
P12004 Proliferating cell nuclear antigen PCNA ) 0,566 25,78 25,31 .
P14324 | Famnesyl pyrophosphate synthase FDPS . 0,639 23,08 22,73 -
P14625 | Endoplasmin HSP90BI1 2122 - 0,00 22,17 »
P17987 T-complex protein 1 subunit alpha TCP1 i} 0,518 0,00 21,64 7y
P18085 ADP-ribosylation factor 4 ARF4 i 0,618 22,54 23,91 -
P20340 Ras-related protein Rab-6A RAB6A - 0,703 24,49 2498 -
Cation-dependent mannose-6-
P20645 phosphate receptor M6PR 26-27 - 0,00 22,28 ]
Trifunctional purine biosynthetic
P22102 protein adenosine-3 GART ) 0,526 0,00 22,01 %
P22314 Ubiquitin-like modifier-activating UBA1 0.530 0.00 2995 A
enzyme 1 - ’ i i
P23284 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B PPIB Segmento | 26.82 26.84 )
transmembrana ’ ’
P23526 |Adenosylhomocysteinase AHCY J 0,507 27,10 27,12 =
p23528 | Cofilin-1 CFL1 ] 0,628 25,09 25,58 :
P26038 | Moesin MSN i 0,530 24,66 24,59 -
P27797 | Calreticulin CALR 17-18 J 0,00 21,10 Y
P28070 | Proteasome subunit beta type-4 PSMB4 ) 0,565 22,91 0,00 7
P28074 | Proteasome subunit beta type-5 PSMB5 ] 0,726 24,05 24,48 -
P29218 | Inositol monophosphatase 1 IMPAI ] 0,577 23,75 24,03 -
Serine/threonine-protein phosphatase
P30153 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha | PPP2RI1A 0,562 22,53 22,06 -
isoform 2
P30566 | Adenylosuccinate lyase ADSL i 0,558 0,00 22,33 A
P30740 | Leukocyte elastase inhibitor SERPINBI . 0,516 24,75 25,44 -
P31153 S-adenosylmethionine synthase MAT2A 0.552 0.00 23.20 A
isoform type-2 - > 3 >
P31431 Syndecan-4 SDC4 18-19 - 24,34 26,43 -
P32119 | Peroxiredoxin-2 PRDX2 o522 2352 2335 -
P36955 Pigment epithelium-derived factor SERPINF1 19-20 - 25,07 23,84 -
P40926 Malate dehydrogenase, mitochondrial MDH2 ) 0,644 22,73 22,69 .
P41250 | Glycine--tRNA ligase GARS 26-27 - 0,00 23,62 0
P46976 | Glycogenin-1 GYGI . 0,540 2535 25,55 -
P47756 F-actin-capping protein subunit beta CAPZB B} 0,543 25,00 25,30 -
P50453 | Serpin B9 SERPINB9 . 0,559 21,73 21,31 -
P50454 | Serpin HI SERPINHI 18-19 - 22,68 23,25 =
P50990 T-complex protein | subunit theta CCT8 R 0,508 24,34 24,89 -
P50991 T-complex protein 1 subunit delta CCT4 } 0,535 22,04 2227 -
P51148 | Ras-related protein Rab-5C RABSC . 0,865 0,00 22,85 1
P52292 | Importin subunit alpha-1 KPNA2 . 0,561 0,00 21,15 0
P55058 Phospholipid transfer protein PLTP 17-18 . 23,80 2323 o
P56537 Eukaryotlc translation initiation factor EIF6 0,584 243 2258 )
Actin-related protein 2/3 complex
P59998 subunit 4 ARPC4 B 0,646 24,05 24,70 -
P60174 Triosephosphate isomerase TPI1 0,510 2724 26,75 _
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ID Proteina Gen sitio d!z corte del Seore LFQCT CT+F | significativa
péptido seiial
P60842 Eukaryotic initiation factor 4A-I EIF4A1 | 0,631 23,20 23,20 -
P61088 | Ubiquitin-conjugating enzyme E2 UBE2N . 0,676 23,31 23,19 -
P62158 | Calmodulin CALMI 1 0,730 22,70 23,13 -
P62826 GTP-binding nuclear protein Ran RAN | 0,582 26,40 26,61 -
P63010 | AP-2 complex subunit beta AP2BI1 . 0,677 21,36 21,65 -
P63261 Actin, cytoplasmic 2 ACTG1 . 0,505 27,56 27,87 -
P67809 }I;Irl:‘(t:‘l:ei:zs;:—sensitive element-binding YBX1 ) 0,733 0,00 24,10 S
P68371 | Tubulin beta-4B chain TUBB4B a 0,501 24,55 24,43 -
P81605 | Dermcidin DCD 1920 - 25,42 24,43 -
P84077 | ADP-ribosylation factor 1 ARF1 - 0,508 26,71 28,27 -
P84085 | ADP-ribosylation factor 5 ARF5 _ 0,650 0,00 24,14 A
Q00796 | Sorbitol dehydrogenase SORD : 0,511 24,36 25,03 -
Q01581 Eyﬂ‘;’;ﬁiﬁgﬁlsﬁzﬂ'“‘“ HMGCS1 ) 0,560 0,00 23,48 )
Q02413 | Desmoglein-1 DSGI 2324 - 24,46 23,46 -
Q06830 | Peroxiredoxin-1 PRDX1 ) 0,528 24,34 24,75 -
Qogigg | Protein-glutamine gamma- TGM3 0,500 22,04 0,00 ¥
glutamyltransferase E -
Q08257 | Quinone oxidoreductase CRYZ . 0,738 0,00 21,59 )
Q08380 | Galectin-3-binding protein LGALS3BP 18-19 - 27,57 27,35 -
Q08554 | Desmocollin-1 DSCI1 32-33 - 23,740 23,64 -
Q09028 Histone-binding protein RBBP4 RBBP4 } 0,636 23,03 23,26 -
Qi2031 | Heat shock protein 75 kDa, TRAPI 0,619 0,00| 2248 A
mitochondrial -
Q13257 :‘r:t‘;f If/*[’rg’ze Aassembly checkpoint |\ ApL ] | o836 000 2352 A
Q13308 Inactive tyrosine-protein kinase 7 PTK7 30-31 - 21,49 21,55 -
Q13838 Spliceosome RNA helicase DDX39B DDX39B ; 0,509 24,36 2478 -
Q14019 | Coactosin-like protein COTLI . 0,765 2341 23,04 -
Q14126 | Desmoglein-2 DSG2 2324 - 20,92 21,54 -
Q15582 Egggig“;gﬁlf;mhg factor-beta- TGFBI 2304 . 21,88 23,07 ;
Q15758 Neutral amino acid transporter B(0) SLC1AS _ 0,734 2403 25,35 .
Q15907 | Ras-related protein Rab-11B RABI11B . 0,527 25,44 25,94 -
Q5SYZ4 ge]lular retinoic acid-binding protein CRABP2 ] 0,613 2186 21,92 )
Q6P9SS ;acl)r_rl%(l)\t[eoyl-protein carboxylesterase NOTUM 123 0,848 0,00 2133 1
Q6YHK3 | CD109 antigen CD109 2122 0,600 0,00 23,05 ~
Qv2820 | Gamma-glutamyl hydrolase GGH 20-21 0,628 22,72 22,95 -
Q96CNT ]Ijsr(()}(:ili(;rilsmatase domain-containing 1SOCI ] 0.616 0,00 22,69 4
Q99574 | Neuroserpin SERPINI1 18-19 . 2431 24,43 -
Q9BTY2 Plasma alpha-L-fucosidase FUCA2 28-29 0,779 0,00 22,93 A
Q9GZP4 PITH domain-containing protein 1 PITHDI } 0,680 21,69 0,00 ¥
Q9HB71 | Calcyclin-binding protein CACYBP . 0,690 0,00 22,09 )
QO9NVD7 | Alpha-parvin PARVA . 0,811 0,00 22,94 )
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iy Proteina Gen sitio dF corte del e LFQCT CT+F | significativa

péptido seiial

QOUNMg | 268 proteasome non-ATPase PSMDI13 0,527 000| 21,71 A
regulatory subunit 13 -

Q9Y2z0 | Protein SGT1 homolog SUGTI . 0,509 21,87 21,93 -
R4GN98 | Protein S100 S100A6 . 0,709 23,25 23,89 -

El secretoma de los cultivos 3D heterotipicos contuvo un numero significativamente mayor
de proteinas en comparacion al secretoma de los cultivos 3D homotipicos (ver seccion 5.11). De las
122 proteinas identificadas, el 24,60% fue liberado por la via clasica y el 75,40% por la via no

clasica (Figura 57).

Via clasica: 30
proteinas

Via clasica: 17
proteinas

Vias no clasicas: ! .
67 proteinas Vias no clasicas:
92 proteinas

Figura 57. Proteinas identificadas en los secretomas de esferoides de carcinoma colorrectal homo y heterotipicos.
Las proteinas identificadas en los secretomas de los microtumores homotipicos (CT) o heterotipicos (CT + F) fueran clasificadas

segtin su via de secrecion utilizando los software SignalP 4.1 y SecretomeP 2.0, para las vias cldsicas y no cldsicas, respectivamente.

A continuacion se investigaron las interacciones entre las proteinas cuya secrecion aumento o
disminuyé de forma significativa debido a la presencia de la poblacion de fibroblastos en el
microambiente tumoral (Tabla VIII), utilizando el software libre String 10.

El anélisis realizado por String demostré que las proteinas cuya secrecion se incremento
significativamente en los esferoides heterotipicos interactiian de forma significativa (n = 45; p-value
= 2,45x107; interacciones observadas = 38; interacciones esperadas = 2,3) (Figura 58). Aquellas
proteinas cuya liberacién al medio extracelular se vio inhibida por la presencia de células estromales
no mostraron una interaccion significativa, por lo que no se incluyeron en posteriores estudios

(Figura 59).
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Figura 58. Las proteinas cuya secrecion incrementa en los secretomas heterotipicos interactiian de forma significativa.
La red de interacciones fue realizada a través del software String 10. La intensidad de la linea de unidn entre proteina-proteina es

proporcional a la significancia biolégica de la interaccion entre ambas.

TGM3

PITHD1

IDH1

Figura 59. Las proteinas cuya secrecion disminuye en los esferoides heterotipicos no interactiian de forma significativa.
La red de interacciones fite realizada a través del software String 10. La intensidad de la linea de union entre proteina-proteina es

proporcional a la significancia bioldgica de la interaccion entre ambas.

Posteriormente, se realiz0 el analisis ontologico-funcional de las proteinas cuya secrecion fue
inducida en los cultivos 3D heterotipicos. Utilizando la base de datos PID se identificaron las

principales vias de sefializacion enriquecidas en este conjunto de proteinas (Tabla IX).
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Los fibroblastos representan la poblacion estromal con mayor relevancia en la activacion de
la transcripcion de genes regulados por hipoxia en el microambiente tumoral'**. Esto se correlaciona
con los datos obtenidos, debido a que la presencia de la poblacién estromal confirié la principal
significancia bioldgica a las vias reguladas por los factores de transcripcion HIF-1 y HIF-2 (Tabla
IX). Asimismo, otros mecanismos asociados a la tumorigénesis también se vieron enriquecidos en el

secretoma de los esferoides heterotipicos, como es el caso de la sefializacién mediada por la quinasa

108 3145

Aurora B, el factor de transcripciéon p7 y activacién transcripcional de de C-MYC'"? (Tabla

[X). Ademas, en los microtumores heterotipicos aumento la secrecion de proteinas involucradas en la

adhesion célula-célula y célula-sustrato (Tabla IX), especificamente aquéllas relacionadas con

integrinas y los proteoglicanos syndecan'"3.

Tabla IX. Principales vias de sefializacion celulares enriquecidas por proteinas cuya secrecion aumentd en los esferoides
heterotipicos. 10 vias involucradas estan ordenadas segun la probabilidad de que incluyan las proteinas del conjunto analizado.
Cuanto menor sea el valor p, mayor serd la probabilidad de que el conjunto de proteinas esté sesgado hacia un camino determinado.
Los pardmetros para generar el valor de p son el tamaiio del conjunto de proteinas, el nimero de biomoléculas en una via dada y el

ntimero de moléculas de dicha via en la base de datos PID.

Tl s e g e SR | s alociaen ]

[ Via dej factor de trz;.nscripcio'r; HIF-1 B NPM1, SERPINEL, SLC2A1 | 1,_1 le-03
Via del factor de transcripcién HIF-2 SERPINEI1, SLC2A1 5,56e-03
Serializacion por Aurora B NPM1, VIM 6,48e-03
Via de sefializacion mediada por TCPTP KPNA2, MET 7,81e-03
Sefializacion de quinasas asociadas a integrinas NACA, PARVA 8,87¢-03
Eventos de sefializacién mediados por syndecan-1 MET, SDC1 1,00e-02
Eventos de sefializacion mediados por proteoglicanos syndecan SDC1 1,28e-02
Via del factor de transcripcién p73 BUBS3, SERPINE1 2,40e-02
Dianas de la activacién transcripcional de C-MYC NPM1, SLC2A1 2,91e-02
Interaccién de Beta$, beta6, beta7 y beta8 integrina en la superficie celular | SDC1 5,21e-02

Dentro del grupo de proteinas cuya liberacién al medio aumentdé en presencia de los
fibroblastos en el microambiente tumoral, la via de HIF-1 se encuentra enriquecida por la secrecion
de NPM1, SERPINE1 y SLC2A1.

Nucleofosmina 1 (NPM1, del inglés “nucleophosmine 1) es una proteina multifuncional que
inicialmente fue caracterizada como una proteina nucleolar involucrada en el procesamiento y
transporte del ARN ribosomal'*®. NPM1 se encuentra asociada a traslocaciones cromosomales en
enfermedades hematopoyéticas'*’™'*’. Ademas, su expresion se vio suprimida en células en proceso

150

de diferenciacion'® y apoptosis'>'. La induccion de NPM1 mediada por HIF-1 otorgé ventajas
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proliferativas a células tumorales hipoxicas, protegiéndolas de la muerte celular'®. La secrecién de
NPM1 al medio extracelular se reporté a través de exosomas, involucrada a la exposicién de
antigenos tumorales' .

El gen SERPINEI codifica para el inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1, del
inglés “plasminogen activator inhibitor-1), principal inhibidor del activador tisular del
plasmindgeno (t-PA) y la uroquinasa (uPA), los activadores del plasmindgeno y por lo tanto de la
fibrinolisis. PAI-1 ejerce su efecto pro-angiogénico a través de la estabilizacién de la matriz
extracelular por la inhibicién de la proteélisi5154, y por la estimulacion de la migracion endotelial
dependiente de fibronectina'>. El factor de transcripcién HIF-1 ha sido sefialado como regulador
transcripcional de esta proteina, en respuesta a la hipoxia'>*'*’. Su secrecién al medio extracelular
ocurre por la via clésica de secrecion, mediada por su péptido sefial (Tabla VIII).

La proteina transportadora de glucosa 1 (GLUT1, del inglés “Glucose transporter 17, también
conocida como “solute carrier family 2”) se encuentra codificada por el gen SLC241. GLUT1 es una
proteina transmembrana que se encarga de la difusiéon de glucosa hacia el interior de las células a
través de la membrana plasmatica. La expresion del gen SLC241 se encuentra regulada por HIF-1 158,

Por lo tanto, las proteinas involucradas en la via de HIF cuya secrecion aument6 en los
esferoides heterotipicos se encuentran involucradas en los mecanismos de adaptacion a hipoxia:
incremento en el transporte de oxigeno a través de la induccion de angiogénesis (AP-1), reduccion
del consumo de oxigeno mediada por la exacerbacion del metabolismo anaerdbico (GLUT1) y
regulacion de la proliferacion al inhibir la apoptosis (NPM1).

Los datos obtenidos a través del analisis ontolégico-funcional utilizando la base de datos PDI
mostraron que la significancia biologica de la via de HIF-1 aumenté debido a la presencia de

fibroblastos en el microambiente tumoral (Figura 60).
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Figura 60. La presencia de fibroblastos aumenta la significancia biologica de la via de HIF en el secretoma tumoral.
La significancia fue calculada como —logl0 del valor p, obtenido a través del anadlisis ontologico-funcional de las proteinas que

constituyen el secretoma utilizando la base de datos PID.
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5.15. Impacto del didlogo tumor-fibroblasto sobre la supervivencia tumoral luego del
tratamiento fotodinamico

Las interacciones que se establecen entre las células tumorales y el estroma que las rodean
ejercen una marcada influencia sobre la resistencia a terapias antitumorales. Este hecho implica que
los estudios pre-clinicos de las terapéuticas experimentales pierden eficiencia y capacidad predictiva
si no se considera al microambiente tumoral (MAT) en su conjunt0159’160. Por ello, resultd
fundamental determinar si los fibroblastos tienen la capacidad de modular el efecto de la
intervencion fotodinamica sobre cultivos tridimensionales de carcinoma colorrectal.

En primer lugar, se comparé la respuesta a la TFD de los fibroblastos MRC-5 y las células
tumorales SW480. Ambas poblaciones fueron sometidas al protocolo convencional de
fotosensibilizacion (Figura 21), y se evaluo la viabilidad celular 24 h luego de finalizado el
tratamiento. De esta forma, se demostré que los fibroblastos resultaron ser més sensibles a la

intervencion fotodinamica en comparacion con la linea tumoral (Figura 61).

125+ m  SW480 (CT)
A MRC-5 (F)
[ ]
< 100
1]
b k
..E
1]
S 75+
)
50-

000 005 010 015 020 025

Dosis de luz (J/cm?)

Figura 61. Los fibroblastos son mds sensibles a la intervencion fotodindmica en comparacién con las células de carcinoma
colorrectal.

Las células SW480 (2x10° cél/ml) y MRC-5 (1x10° cél/ml) crecidas en monocapa fueron incubadas durante 4 h en presencia de Me-
ALA (0,3 mM) y luego irradiadas con dosis de luz creciente (0-0,4 Jiem?®). A las 24 h post-tratamiento, se evalud la viabilidad celular
a través del ensayo de MTT y se expresé como porcentaje con respecto al control sin irradiar. Los valores de DL50 para cada linea
celular fueron determinados a través de la confeccion de curvas dosis-respuesta aplicando una regresion no-lineal a los datos

(GraphPad Prism).

A continuacidn, se generaron esferoides homotipicos, formados sélo por células tumorales
SW480-G, y heterotipicos, compuestos por células tumorales SW480-G y fibroblastos MRC-5.
Posteriormente, los microtumores fueron sometidos a condiciones letales del tratamiento

fotodinamico. La viabilidad de los esferoides fue evaluada 24 h luego de finalizada la irradiacién a
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través del ensayo de MTT. Se demostr6 que la presencia de la poblacion estromal indujo una
resistencia significativa a la TFD (Figura 62A).

Para determinar si los fibroblastos confieren una ventaja proliferativa a las células tumorales,
los esferoides homotipicos y heterotipicos fueron disgregados 24 h luego de la fotosensibilizacion.
Las células fueron incubadas con el colorante vital azul tripan y se procedié al recuento de células
viables en camara de Neubauer a través de fotografias tomadas con el microscopio de fluorescencia.
De esta forma, se cuantificaron la cantidad de células tumorales viables GFP + y fibroblastos viables
GFP -. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de células GFP + viables en relacion al
recuento realizado en esferoides homotipicos sin tratar (100% GFP +). Segin los esperado, a través
de este analisis se confirmé que en los esferoides formados solo por células SW480-G que no fueron
intervenidos con la terapéutica, la proporcion de células tumorales viables fue menor respecto a los
esferoides mixtos. Sorprendentemente, el porcentaje de células tumorales viables post-TFD se vio
significativamente incrementado en los esferoides heterotipicos en comparacion con los homotipicos
(Figura 62B). Estos resultados fueron corroborados a través de las imagenes de microscopia de
fluorescencia de las estructuras tridimensionales integras, en donde se observd que el drea GFP +
correspondiente a células tumorales fue mayor en los tumores herotipicos que en los homotipicos

luego de la fotosensibilizacion (Figura 62C).

1
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Figura 62. La presencia de fibroblastos en el microambiente tumoral promueve resistencia tumoral al tratamiento fotodindmico.
Los esferoides homotipicos (CT, Célula Tumoral) y heterotipicos (CT + F, Célula Tumoral + Fibroblasto) (20000 células por
esferoide) fueron incubados con Me-ALA (0,3 mM) durante 24 h. Posteriormente, fueron irradiados con una dosis de luz de 0,7 Jlem’.
(4) A las 24 h posteriores al tratamiento, se evalué la viabilidad celular a través del ensayo de MTT y se expresé como porcentaje con
respecto al control de esferoides homotipicos (linea de puntos = 100%) *** = p<0,001 (Anova de dos vias, Bonferroni post-test) (B)
La cantidad de células tumorales viables GFP + y fibroblastos viables GFP — se cuantificaron en cdmara de Neubauer utilizando el
colorante vital azul tripan. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de células GFP + viables en relacidn al recuento
realizado en esferoides homotipicos sin tratar (100% GFP +) (linea de puntos = 100%) *** = p<0,001 (Anova de dos vias,
Bonferroni post-test). (C) La fluorescencia de GFP se observé mediante microscopia de fluorescencia invertida. Referencias: control,

células sin tratar; TFD, células incubadas con la drogay posteriormente irradiadas.

En concordancia con nuestros resultados, un estudio previo sobre la interaccion tumor-
fibroblasto demostré que cuando ambas poblaciones son co-cultivadas, imitando lo que ocurre en el

microambiente tumoral, la eficiencia del tratamiento fotodindmico disminuye en comparacion con el
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tratamiento de las células tumorales solas'®. Por lo tanto, es posible concluir que los fibroblastos en
el microambiente tumoral podrian estar actuando como inductores de resistencia a la terapéutica o
bien como promotores de proliferacion tumoral, aiin cuando ellos presentan en forma aislada una

sensibilidad mayor a la intervencion fotodinamica.

5.16. Caracterizaciéon del secretoma de esferoides heterotipicos fotosensibilizados

Los resultados obtenidos en la seccién anterior indican que el didlogo fibroblasto-tumor
promueve el establecimiento de mecanismos de defensa de las células tumorales frente a la
intervencién fotodinamica. Por esta razdn, resultd sumamente interesante determinar cémo la
interaccion tumor-estroma afecté la secrecion de factores solubles luego de la fotosensibilizacion

(Tabla X).

Tabla X. Lista de proteinas identificadas en los secretomas de esferoides heterotipicos no tratados (CT + F) y tratados con dosis
letales de terapia fotodindmica (CT + F TFD). Se detalla el ID segiin UniProt, el nombre de la proteina (en idioma inglés), el gen
correspondiente, la ubicacion del péptido sefial en aquellas proteinas secretadas por la via cldsica (SignalP), el NN-score de las
proteinas secretadas por vias no cldsicas (SecretomeP, el NN-score debe ser mayor a 0.5), la valor de LFQ (“label-free
quantification”) de las proteinas en ambos secretomas, y se sefialan las moléculas cuya diferencia de expresion es significativa (1

aumento en el secretoma heterotipico, W disminucion en el secretoma heterotipico, T-test).

5 G |simicemeaa| N | &% | exe | b
A2A2D0 | Stathmin STMNI1 | 0795 0,00| 22,02 A
A6NJA2 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase USP14 ) 0,620 0,00 22,95 S
B4DLRS NAD(P)H dehydrogenase [quinone] | NQOI : 0,744 24,93 2433 _
B4DXWI Actin-related protein 3 ACTR3 i 0,621 0,00 22,42 Py
BszzQe | Prothymosin alpha PTMA | o602 2950 2935 ]
ESRGQ3 RWD domain-containing protein 1 RWDDI . 0,798 0,00 21,28 S
S E,E;::;ig-like modifier-activating UBAS ] 0515 0,00 2151 A
E9PBSI1 Multifunctional protein ADE2 PAICS i 0,531 22,80 2458 _
E9PES6 High mobility group protein B3 HMGB3 ] 0,770 22,93 24,08 R
EopHH3 | Syndecan-l SDCI 2223 - 26,18 0,00 v
E9PS34 Nucleosome assembly protein 1-like4 | NAP1L4 ) 0,728 0,00 22,19 Py
Faz2ys4 | Pyridoxal kinase PDXK | o586 209 2221 ;
— CD63 antigen CD63 e cEmento - 2578| 21,84 E
FRVS02 :elﬁ:j;ffg“;:;’:f‘plc semialdehyde ALDH7Al | o514 000 2247 A
F8VZJ2 lﬁiﬁﬁi‘lifffﬁt;?ﬁhfs°°’md NACA (| 068l 23,78| 25,60 -
G3V3ME gi‘:—(apurinic or apyrimidinic site) APEXI — 0,622 2291 23,66 i
Hoymz1 | Proteasome subunit alpha type PSMA4 _ 0,613 24,48 24,70 j
H7C3P9 COP9 signalosome complex subunit 3 COPS3 ) 0,617 22,84 23,58 _
J3KTFS Rho GDP-dissociation inhibitor 1 ARHGDIA i 0,876 27,52 27,34 _
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J3Q839 ‘Polyubiquitin-B UBB -| 0601 25,71 25,28 v
J3QT28 _Mitotic checkpoint protein BUB3 BUB3 _ 0,760 22,74 22.93 -
K7EMv3 | Histone H3 H3F3B .| 0817 0,00| 22,94 0
0153 gﬁ‘r’;{’;; acyl coenzyme A thioester | ) ~17 | os66 2321 2173 ;
000391 Sulfhydryl oxidase 1 QSOX1 29-30 = 25,53 2143 R
015498 Synaptobrevin homolog YKT6 YKT6 } 0,574 24,59 23,45 -
043399 | Tumor protein D54 TPD52L2 | 0680 0,00| 22,74 1
060361 ]l:ix:]tzstleve nucleoside diphosphate NME2P1 ] 0,578 22.97 22,63 i
060547 GDP-mannose 4,6 dehydratase GMDS ) 0,545 22,56 21,98 B
060664 | Perilipin-3 PLIN3 5 0,559 22,65 21,94 -
060749 | Sorting nexin-2 SNX2 _| o508 0,00| 22,35 N
075083 WD repeat-containing protein 1 WDRI ] 0,518 21,00 20,37 ]
075223 Gamma-glutamylcyclotransferase GGCT ) 0,503 24,00 23 54 i
075874 L?‘;ﬁ‘;{:;fn‘i’:hyd“’ge“ase [NADP] IDHI | o547 000 21,79 A
095861 3'(2",5'-bisphosphate nucleotidase 1 BPNTI ) 0,682 22,85 22,20 _
P00338 L-lactate dehydrogenase A chain LDHA ) 0,549 28,32 29,07 j
0041 f;;l;;e nucleoside phosphorylase PNP ] 0,509 24.64 2331 ]
P00492 :ﬁ;ﬁ‘gﬁ;ﬁ;‘;&se HPRTI | o767 2301 21,02 E
PO0505 Qfﬁlﬁfﬁf,?;imm“m” GOT2 | 0505 2540\ 24,04 =
po1034 | Cystatin-C CST3 20-21 X 21,60 0,00 ¥
P02786 Transferrin receptor protein 1 TERC ) 0,611 23,54 21,77 _
po2794 | Ferritin heavy chain FTHI . 0,621 28,24 28,47 -
PO5121 Plasminogen activator inhibitor 1 SERPINE1 2324 . 25,16 21,77 R
P05783 Keratin, type I cytoskeletal 18 KRTI18 _ 0,725 2458 27,79 .
P06576 I’;{: c;y;‘rfgﬁ subunit beta, ATPSB | oo 2365| 2242 ]
po6733 | Alpha-enolase ENOI S| 0536 2741 2807 :
po6748 | Nucleophosmin NPM1 . 0,811 23,03 23,77 -
po7093 | Glia-derived nexin SERPINE2 1920 - 24,16 0,00 v
PO7195 L-lactate dehydrogenase B chain LDHB | 0,569 27,46 28,04 ]
PO7237 Protein disulfide-isomerase P4HB 17-18 ] 0,00 2222 A
po7355 | Annexin A2 ANXA2 .| 0746 2422 2565 =
P0O7384 Calpain-1 catalytic subunit CAPNI1 | 0,554 0,00 22,65 S
PO7954 Fumarate hydratase, mitochondrial FH | 0,551 2423 23,40 R
P08195 4F?2 cell-surface antigen heavy chain SLC3A2 | 0,644 2447 21,65 _
P08581 Hepatocyte growth factor receptor MET 2425 J 22,38 0,00 ¥
poge70 | Vimentin VIM | os12 2356| 26,74 'y
pog7sg | Annexin A5 ANXAS ] 0,550 0,00 22,99 Py
pog21] | Clutathione S-transferase P GSTP1 .| 03545 24,16 23,00 -
P09661 U2 small nuclear ribonucleoprotein A’ SNRPAI | 0,733 0,00 22,09 Py
P11021 78 kDa glucose-regulated protein HSPAS 18-19 J 22,09 24,20 j

P
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P12004 Proliferating cell nuclear antigen PCNA i 0,566 2531 25,86 :
P13667 Protein disulfide-isomerase A4 PDIA4 24-25 R 0,00 22,48 'y
p13796 | Plastin-2 LCPI | os02 0,00 22,58 S
P14324 Farnesyl pyrophosphate synthase FDPS ) 0,639 2,73 23,63 i
pi4ezs | Endoplasmin HSP90BI 21.22 - 217 2633 .
p1531] | EZin EZR 0563 0,00 22,00 N
P17987 T-complex protein 1 subunit alpha TCP1 ) 0,518 21,64 25,54 _
P18085 ADP-ribosylation factor 4 ARF4 ) 0,618 2391 2425 )
P20340 Ras-related protein Rab-6A RAB6A i 0,703 24,98 24,05 j
P20645 fﬁé’f{ﬁé’i”fﬁ;’fﬁ? amnose:s M6PR 26-27 - 22,28| 23,08 -
O e il IS
— g}bzi)c(llt;tirll-like modifier-activating UBAI ] 0,530 22,95 25.49 ]
p23284 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B PPIB transﬁ:iﬁf:;g ] 26,84 2491 ]
P23526 Adenosylhomocysteinase AHCY ] 0,507 27,12 26,89 _
p23spg | Cofilin-! CFLI | o0e28 2558| 2547 -
p2603g | Moesin MSN .| 0530 2459| 26,26 -
p26a47 | Protein S100-Ad S100A4 .| 0724 0,00 22,18 A
P27797 Calreticulin CALR 17-18 - 21,10 24,24 -
pa7g24 | Calnexin CANX 2021 - 0,00 21,95 A
P28070 Proteasome subunit beta type-4 PSMB4 ] 0,565 0,00 2272 Y
P28074 Proteasome subunit beta type-5 PSMB5 ] 0,726 24,48 2468 ]
P29218 Inositol monophosphatase 1 IMPA1 i 0,577 24,03 23,60 R
P20692 Elongation factor 1-delta EEF1D ) 0,529 0,00 23,60 ~
P30050 60S ribosomal protein L12 RPL12 i 0,865 0,00 23,47 Py

Serine/threonine-protein phosphatase

2A 65 kDa regulatory subunit A alpha | PPP2RIA 0,562 22,06 24,96 -
P30153 isoform -
P30566 Adenylosuccinate lyase ADSL i 0,558 22,33 21,94 ]
P30740 Leukocyte elastase inhibitor SERPINB1 i 0,516 25,44 2541 j
p31153 ?S?gil;)i));lljr:_ezthionine synthase MAT2A _ 0.552 2320 23.04 i
p31431 | Syndecan-4 SDC4 18-19 - 2643| 21,81 -
pa2119 | Peroxiredoxin-2 PRDX2 S| 0522 2335| 24,06 .
P35998 268 protease regulatory subunit 7 PSMC2 ) 0,713 0,00 22,19 Py
P36955 Pigment epithelium-derived factor SERPINF1 19-20 _ 23,84 0,00 v
P38919 Eukaryotic initiation factor 4A-I11 EIF4A3 ] 0,698 0,00 24.90 Py
P40926 Malate dehydrogenase, mitochondrial MDH?2 ) 0,644 22,69 21,97 )
P41250 Glycine--tRNA ligase GARS 26-27 R 23,62 2426 _
pa34g lsijr:;si};eciﬂc GTPase-activating RANBPI ] 0,602 0,00 21,96 R
P45973 Chromobox protein homolog 5 CBX5 i 0,740 0,00 22.87 N
pag976 | Glycogenin-1 GYGI S| 0540 2555 26,16 -




Resultados y Discusion Kl

D Proteina Gen le:I;:ct:grt: filei il 149 C’LI'FB F le?r'encla
péptido sefial score CT+F TED significativa
P47756 F-actin-capping protein subunit beta CAPZB ] 0,543 25,30 25,01 _
P50453 Serpin B9 SERPINBY . 0,559 21,31 21,11 -
psoas4 | Serpin HI SERPINH1 18-19 - 23,25 21,87 -
p30502 Zlnstci:;gl;interacting protein arcinoma STI3 ] 0.765 0,00 25,77 A
P50990 T-complex protein 1 subunit theta CCTS8 ] 0,508 24,89 27,18 ~
P50991 T-complex protein 1 subunit delta CCT4 ] 0,535 2227 2537 i
P51148 Ras-related protein Rab-5C RABSC ] 0,865 2285 21,85 _
P52202 Importin subunit alpha-1 KPNA2 _ 0,561 21,15 21,19 _
P55058 Phospholipid transfer protein PLTP 17-18 i 2323 0,00 ¥
ps6s37 gukaryotlc translation initiation factor EIF6 - 0,584 22,58 23.50 i
—— g:;:i:;—irtelated protein 2/3 complex ARPC4 ] 0.646 24770 24,58 ]
P60174 Triosephosphate isomerase TPI1 | 0,510 26,75 26,54 _
Pe0228 31‘31;1;:1);3?2 translation initiation factor EIF3E ] 0,631 0,00 22.80 N
P60842 Eukaryotic initiation factor 4A-1 EIF4A1 i 0,631 2320 26,80 _
P61088 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 UBE2N _ 0,676 23,19 2380 i
pe2isg | Calmodulin CALM1 .| 0730 23,13| 23,05 -
P62826 GTP-binding nuclear protein Ran RAN | 0,582 26,61 26,81 _
P62906 60S ribosomal protein L10a RPL10A | 0,637 0,00 23,38 Py
P63010 AP-2 complex subunit beta AP2B1 ] 0,677 21,65 0,00 v
P63261 | Actin, cytoplasmic 2 ACTGI | os0s 2787|2938 -
P67809 E:)(tzle?ﬁsle-sensitive element-binding YBX1 ] 0,733 24,10 2286 ]
P68133 Actin, alpha skeletal muscle ACTAL | 0,504 0,00 2343 Py
P68366 Tubulin alpha-4A chain TUBA4A | 0,550 0,00 22,45 Py
peg37| | Tubulin beta-4B chain TUBB4B . 0,501 2443 25,48 :
pgieos | Dermeidin DCD 19-20 - 2443 2245 ;
P84077 ADP-ribosylation factor 1 ARF1 i 0,508 2827 26,57 B
P84085 ADP-ribosylation factor 5 ARF5 _ 0,650 24,14 23,04 _
Qo079 | Sorbitol dehydrogenase SORD S| s 2503| 23,67 -
Q01581 ?ﬁ;‘:‘ﬂ;‘(‘)’;ﬁgﬁgy] CoA HMGCS| | 03560 2348| 23,02 -
Qu2413 | Desmoglein-1 DSG1 23.24 - 2346 2096 -
Qo683 | Peroxiredoxin-1 PRDX]1 | o528 2475|2494 ;
007812 Apoptosis regulator BAX BAX i 0,701 0,00 23,91 Py
008257 Quinone oxidoreductase CRYZ i 0,738 21,59 21,51 i
Q08380 Galectin-3-binding protein LGALS3BP 18-19 _ 27,35 24.95 i
Qousss4 | Desmocollin-1 DSC1 3233 - 2364 21,67 "
Q09028 Histone-binding protein RBBP4 RBBP4 _ 0,636 23,26 22,89 _
Q12792 | Twinfilin-1 TWFI i 0,663 000 22,11 1
Q12931 g?gcﬂlo(:f:ﬁzrlmem ke TRAP1 .| 0619 2248|2256 -
Q13185 Chromobox protein homolog 3 CBX3 ] 0,540 0,00 23,19 Py
B13257 x:;?: Spindle assembly checkpoint | MAD2LI | o836 2352 2337 .
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Q13308 Inactive tyrosine-protein kinase 7 PTK7 30-31 . 21,55 0,00 )
Q13838 Spliceosome RNA helicase DDX39B DDX39B ) 0,509 2478 26,01 _
Q13885 Tubulin beta-2A chain TUBB2A } 0,765 0,00 24,96 Py
Q14019 Coactosin-like protein COTLI i 0,765 23,04 2,72 _
Q4126 | Desmoglein-2 DSG2 2324 s 21,54 0,00 v
Q14974 Importin subunit beta-1 KPNB1 _ 0,588 0,00 22,77 A
Q15185 Prostaglandin E synthase 3 PTGES3 ) 0,729 0,00 24,87 N
Q15365 Poly(rC)-binding protein 1 PCBP1 i 0,549 0,00 22,15 Py
Q15582 Eﬁﬂiﬁﬁ?ﬁiﬁﬂ‘ﬁ? fretortbea TGFBI 2324 - 2307|2177 '
Q15758 Neutral amino acid transporter B(0) SLC1AS i 0,734 2535 23,44 j
ey ;/esw]e-assocxated membrane protein VAMP3 ) 0,570 0,00 22,10 ~
Q15907 Ras-related protein Rab-11B RABI11B ) 0,527 25,94 24,82 i
Q16401 ﬁﬂiﬁaﬁﬁfnﬁ‘? ATbase PSMD5 .| 0558 0,00 23,69 0
Q16531 DNA damage-binding protein 1 DDB1 ) 0,554 0,00 23,30 P
G524 gellular retinoic acid-binding protein CRABP?2 ] 0,613 21,92 21.55 i
QSTEE2 Histone deacetylase 1 HDACI1 ) 0,594 0,00 22,79 ~
—_— Ilzlag?itj(;\ileoyl-protein carboxylesterase NOTUM 123 0.848 2133 0,00 3
Q6YHK3 | CD109 antigen CDI109 2122 0,600 23,05 0,00 v
QSNFWS | cyidylyimansfease CMAS | osi2| o] 23 4
Q92820 Gamma-glutamyl hydrolase GGH 20-21 ; 22,95 20,38 _
—— ;srcl))ctzzi?lrilsmatase domain-containing 1SOC1 ] 0.616 22,69 0.00 v
Qu9s74 | Neuroserpin SERPINII 18-19 ] 24,43 0,00 ¥
Q9BTY2 Plasma alpha-L-fucosidase FUCA2 2829 0,779 22,93 0,00 ¥
QYH8S9 MOB kinase activator 1A MOBIA _ 0,729 0,00 2133 N
Q9HBT7I Calcyclin-binding protein CACYBP ) 0,690 22,09 22,56 _
Q9NVD7 | Alpha-parvin PARVA .| osll 2294| 2220 -
QYUBEO SUMO-activating enzyme subunit 1 SAEI] ) 0,534 0,00 22,48 ,
QoUHY7 | Enolase-phosphatase E1 ENOPHI | 0699 0,00 2124 A
QIUNM6 f:gsuﬁzrtztre\? oy PSMD13 | 0827 2171 24,66 -
Q9Y220 Protein SGT1 homolog SUGTI 1 0,509 21,93 21,45 _
Quy3iz |Protein AAR2 homolog AAR2 . os17 000| 2251 N
QYY3AS Ribosome maturation protein SBDS SBDS ] 0,627 0,00 22.24 1
R4GNgg | Protein S100 S100A6 .| 0709 23,89| 25,04 -

Los cultivos 3D heterotipicos fotosensibilizados (CT + F TFD) secretaron un numero
significativamente mayor de proteinas en comparacion a aquellos no tratados (CT + F). De las 157
proteinas identificadas en el secretoma CT + F TFD, el 13,30% fue liberado por la via clasica y el

86,70% por la via no clésica. Por otro lado, de las 84 proteinas identificadas en el secretoma CT + F,
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el 20,20% fue liberado por la via clasica, mientras que el 79,80% fue excretado por vias no clésicas

(Figura 63).

Figura 63. Proteinas identificadas en los secretomas de esferoides de carcinoma colorrectal heterotipicos sometidos o no a
Jfotosensibilizacion.
Las proteinas identificadas en los secretomas de los microtumores heterotipicos no tratados (CT + F) o tratados (CT + F TFD) con
condiciones letales de tratamiento fotodindmico fueran clasificadas segiin su via de secrecién utilizando los sofiware SignalP 4.1 y

SecretomeP 2.0, para las vias cldsicas y no cldsicas, respectivamente.

Via clasica: 17 Via clasica: 21

proteinas proteinas
Vias no clasicas: ; i
67 proteinas Vias no clasicas:
136 proteinas

A continuacion se investigaron las interacciones entre las proteinas cuya secrecion aumento o
disminuy¢ de forma significativa debido a la presencia debido a la fotosensibilizacidon de los tumores
heterotipicos (Tabla X), utilizando el software libre String 10.

Las proteinas cuya secrecion aumentd luego del tratamiento fotodindmico de los cultivos
heterotipicos interactian de forma significativa (n = 50; p-value = 5,29x107; interacciones
observadas = 61; interacciones esperadas = 3) (Figura 64). Aquellas proteinas cuya liberacién al
medio extracelular se vio inhibida luego de la TFD no mostraron una interaccion significativa, por lo

que no se incluyeron en posteriores estudios (Figura 65).
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Figura 64. Las proteinas cuya secrecién incrementa por la TFD en esferoides heterotipicos interactian de forma significativa.
La red de interacciones fue realizada a través del software String 10. La intensidad de la linea de union entre proteina-proteina es

proporcional a la significancia bioldgica de la interaccion entre ambas.
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Figura 65. Las proteinas cuya secrecion disminuye por la TFD en esferoides heterotipicos no interactuan de forma significativa.
La red de interacciones fue realizada a través del software String 10. La intensidad de la linea de union entre proteina-proteina es

proporcional a la significancia biolégica de la interaccion entre ambas.

A continuacion, se realizo el analisis ontoldgico-funcional de las proteinas cuya secrecion fue

inducida por la fotosensibilizacion de los cultivos 3D heterotipicos. Utilizando la base de datos PID
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se identificaron las principales vias de sefializacion enriquecidas en este conjunto de proteinas (Tabla
IX).

Los resultados obtenidos fueron similares a lo observado al comparar los cultivos
homotipicos tratados y sin tratar con TFD (Tabla VI). La fotosensibilizacion aumento la liberacion
de proteinas relacionadas al proceso de muerte celular, como aquellas involucradas en la cascada de
activacion de caspasas, probablemente en respuesta a la citotoxicidad ejercida por la terapia.lo7 (Tabla
XI). Otro patrén de secrecion compartido entre esferoides homo y heterotipicos post-TFD incluye las
vias de sefializacién intracelular que seran activadas por los factores solubles liberados, tales como
aquellas que involucran al receptor de glucocorticoides, la via Hedgehog, activacion de NFAT en

linfocitos, entre otros (Tabla VI).

Tabla X1. Principales vias de sefializacién celulares enriquecidas por el conjunto de proteinas cuya secrecion aumenté en los
esferoides heterotipicos fotosensibilizados. 10 vias involucradas estdn ordenadas segtin la probabilidad de que incluyan las proteinas
del conjunto analizado. Cuanto menor sea el valor p, mayor serd la probabilidad de que el conjunto de proteinas esté sesgado hacia

un camino determinado. Los pardmetros para generar el valor de p son el tamario del conjunto de proteinas, el nimero de

biomoléculas en una via dada y el numero de moléculas de dicha via en la base de datos PID.

alcié por Auroa B — =S5 — h = 2,7-04
Apoptosis mediada por caspasas ACTALl, BAX, VIM 8,34e-04
Regulacién de la telomerasa HDACI1, HDAC2, PTGES3 1,44e-03
Via del factor de transcripcién E2F CBXS5, HDACI1, RANBP1 1,90e-03
Via regulatoria del receptor de glucocorticoides BAX, HDAC1, HDAC2 2,43e-03
Eventos de sefializacién mediados por syndecan-2 BAX, EZR 5,29¢-03
Eventos de sefializacién mediados por HDAC de clase 111 BAX, TUBB2A 7,29¢-03
Via de sefializacién de RhoA ACTAI, EZR 9,97e-03
Eventos de sefializacion de la via Hedgehog mediados por Gli HDACI, HDAC2 1,08e-02
Rol de la via NFAT dependiente de calcineurina en linfocitos BAX, KPNB1 1,53e-02

Aplicando también la base de datos PID, se observo que la significancia bioldgica de la via de

HIF-1 disminuyé luego de la fotosensibilizacién (Figura 66).
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Figura 66. La fotosensibilizacion disminuye la significancia bioldgica de la via de HIF en el secretoma tumoral heterotipico.
La significancia fue calculada como —logl0 del valor p, obtenido a través del andlisis ontoldgico-funcional de las proteinas que

constituyen el secretoma utilizando la base de datos PID.

El andlisis secretomico realizado sobre los factores solubles liberados por los tumores
heterotipicos fotosensibilizados sugiere que, si bien la presencia de fibroblastos modifica
sustancialmente el perfil de secrecién proteica, la TFD modularia de forma equivalente el

microambiente tumoral de CCR en presencia o ausencia de fibroblastos.

5.17. Implicancia de la TFD en microtumores homo y heterotipicos sobre la expresién
de VEGF

El factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) se ha situado como el principal
protagonista del proceso de angiogénesis. Ademas, al ser uno de los transcriptos de HIF-1 mejor
caracterizados, su analisis es un marcador especifico de la actividad del factor de transcripcio’n6'.

Por ello, a continuacién, se estudié la regulacion de la expresion de VEGF luego de la
fotosensibilizacién en esferoides homo y heterotipicos, utilizando la técnica RT-qPCR. La
transcripcion del ARNm de VEGF disminuyd al fotosensibilizar tanto los monocultivos, como los
cultivos mixtos. Sin embargo, la presencia de los fibroblastos bloqued en gran medida este efecto.

Por lo tanto, al comparar la expresion de VEGF entre los grupos tratados con TFD, se observo un

aumento significativo de su expresion en los microtumores heterotipicos (Figura 57).
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Figura 67. La TFD modula la expresién de VEGF en microtumores homo y heterotipicos.

Los esferoides homotipicos (CT, Célula Tumoral) y heterotipicos (CT + F, Célula Tumoral + Fibroblasto) (20000 células por
esferoide) fueron incubados con Me-ALA (0,3 mM) durante 24 h. Posteriormente, fueron irradiados con una dosis de luz de 0,7 Jcm?.
A las 24 h posteriores al tratamiento, se evalud la expresion de VEGFa por RT-gPCR. Los niveles relativos de ARNm se calcularon
segtin: 27%CT= [(CT gen en la muestra — CT 18S en la muestra) — (CT gen en el control — CT B-18S en el control)] y los valores de
expresion se normalizaron a los valores obtenidos en el control homotipico. Andlisis estadistico: Anova en dos vias, Bonferroni post-
test, *p < 0,05, ***p < 0,001. Referencias: control, células sin tratar; TFD, células incubadas con la droga y posteriormente

irradiadas.

El estudio realizado por Fukumura y colaboradores'** resulta sumamente interesante para
ilustrar el rol de los fibroblastos en la expresion de VEGF, en concordancia con los resultados
obtenidos en el presente trabajo. Estos investigadores utilizaron en sus ensayos una linea de ratones
transgénicos que expresaban la proteina GFP bajo el control del promotor de VEGF. Tanto al
implantar tumores solidos como al generar una herida, se observo la presencia de células
fluorescentes verdes en la periferia de ambas lesiones. Sorprendentemente, los tumores formados
espontanecamente también mostraron alta fluorescencia de GFP, pero no provenia de las células
tumorales. Al estudiar el origen de las células GFP + en las heridas y en los dos modelos tumorales,
determinaron que correspondia a la poblacidn estromal de fibroblastos. Estos datos coinciden con lo
demostrado aqui, otorgandole a los fibroblastos un rol fundamental en el mantenimiento del proceso

de angiogénesis en €l MAT, asi como de otros eventos asociados a la promocion del tumor.

5.18. Modulacion fotodinimica del proceso de angiogénesis in vivo

Para determinar la implicancia de la TFD sobre la angiogénesis in vivo, se utilizé un método
que permite determinar el potencial pro- o anti-angiogénico de una determinada sefial o tratamiento.
El ensayo consiste en implantar Matrigel® en el flanco de ratones de forma subcutanea, para permitir

su solidificaciéon lo que lleva a la formacién de una masa o “plug”. Si previamente se introducen



Resultados y Discusion

junto al Matrigel® componentes relacionados a un estimulo angiogénico, entonces las células
endoteliales del propio ratéon migrardan en menor o mayor medida hacia el “plug” formando vasos
funcionales'®.

En estos experimentos, se implanté un “plug” de Matrigel® conteniendo esferoides homo o
heterotipicos, tratados o sin tratar con TFD, por ratén nude (BALB/c nu/nu). Al cabo de 21 dias, los
“plugs” se removieron y fueron fotografiados y pesados. No se observo diferencia significativa al
comparar €l peso entre las 4 condiciones estudiadas (Figura 68B). Sin embargo, la informacion més
relevante se obtuvo al visualizar la angiogénesis periférica al sitio de implantacién de los esferoides.
De esta forma se determiné que el reclutamiento de la vasculatura hacia el sitio de inoculacién fue
mayor en respuesta al estimulo proveniente de monocultivos y cultivos mixtos sometidos a TFD, en

comparacion con su contraparte no tratada (Figura 68).
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Figura 68. La TFD induce el reclutamiento de la vasculatura hacia el sitio tumoral
Los esferoides homotipicos (CT, Célula Tumoral) y heterotipicos (CT + F, Célula Tumoral + Fibroblasto) (20000 células por
esferoide) fueron incubados con Me-ALA (0,3 mM) durante 24 h. Posteriormente, fueron irradiados con una dosis de luz de 0,7 J/cm2.
Para el estudio de la angiogénesis in vivo se implantaron subcutdneamente “plugs” en el flanco de ratones nude (BALB/c nu/nu), los

cuales contenian Matrigel® junto con esferoides homo y heterotipicos tratados o no previamente con TFD . Tras 21 dias de la
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implantacién, los animales fueron sometidos a eutanasia mediante dislocacion cervival. (4) Fotografias de la angiogénesis periférica,
evidencidndose los vasos sanguineos que irrigaban al “plug” implantado.(B) Peso de los “plugs” extraidos luego del sacrificio de
los animales. Andlisis estadistico: Anova en una via, Bonferroni post-test,. Referencias: control, células sin tratar; TFD, células

incubadas con la droga y posteriormente irradiadas.

Los ensayos iniciales realizados in vitro abocados al estudio de la respuesta temprana del
microambiente tumoral de CCR a la fotosensibilizacion mostraron un regulacién negativa tanto de la
expresion de HIF-1 como de las vias reguladas por este factor, principalmente el proceso de
angiogénesis. Sin embargo, en estudios in vivo evaluados a largo plazo, se observo un efecto opuesto
de la TFD sobre la modulacién de la vasculatura. Estos datos sugieren que si bien el porcentaje de
células HIF + disminuyé a las 12 h post-TFD, el aumento de la actividad transcripcional de HIF en
esta poblacion celular podria haberle conferido ventajas proliferativas y un fenotipo maligno
asociado a hipoxia. Estas células sobrevivientes podrian ser las responsables de la posterior
estimulacion endotelial como estrategia adaptativa al dafio celular causado por el estrés oxidativo y

la resistencia terapéutica observada.

De forma similar a lo que acontece en los ecosistemas naturales, las especies dentro del
microambiente tumoral estdn conectadas entre si a través de interacciones célula-célula y con el
ambiente que las rodea. Esto conlleva a una fuerte interdependencia entre las diferentes poblaciones
para asegurar la adaptaciéon y supervivencia, eventos modulados por cascadas de sefializacion que
finalmente regularan el didlogo paréacrino y autocrino de la ecologia tumoral.

En este trabajo de investigacion doctoral, hemos identificado y caracterizado la funcién que
ejercen diferentes factores bidticos y abiodticos en la respuesta del MAT colorrectal a la terapia
fotodinamica. En este sentido, se demostrdé que la poblacion fibroblastica otorga ventajas
proliferativas y de resistencia terapéutica al tumor bajo condiciones de fotosensibilizacion. Por otro
lado, se definié el rol del oxigeno y sus especies reactivas en la modulaciéon del tratamiento
fotodinamico a través del estudio del principal factor de transcripcion regulado por hipoxia: HIF-1.
La presencia de HIF-1 disminuy¢ significativamente la sensibilidad al tratamiento y se manifestd
como un marcador presente en las células sobrevivientes (Figura 69).

Una manera de alterar un ecosistema es afectar las especies y otros factores dentro del
entorno que sustenten el crecimiento y desarrollo de la especie de interés, aqui las células tumorales.
Los datos presentados sefialan al factor HIF-1 y la poblacion de fibroblastos como candidatos

terapéuticos cuya intervencion podria beneficiar los resultados del tratamiento fotodinamico.
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Por lo expuesto anteriormente, la eficiencia de la TFD podria incrementarse al modular las
condiciones de tratamiento con el fin de dafiar al tumor sin activar vias de supervivencia mediadas
por HIF-1. Las variantes a modificar dentro del protocolo fotodinamico incluyen tipo y
concentracion de fotosensibilizador, tiempo de incubacion previo a la irradiacion, dosis e intensidad
de la luz, entre otros. En los dltimos afios, se ha comenzado a evaluar un disefio experimental
denominado terapia fotodindmica metronémica (TFDm). La TFDm consiste en una aplicacion
extendida y continuada en el tiempo de dosis bajas de tratamiento; esto permite la reoxigenacion del
tumor en los intervalos para aumentar la sensibilidad en la siguiente ronda terapéutica163 )

Otra alternativa es la aplicacion de terapias combinadas que interfieran con aquellos factores
que contrarrestan el efecto citotoxico de la TFD. Los tratamientos combinados otorgan beneficios
terapéuticos debido a que: a) incrementan la eficiencia de las terapias, b) disminuyen la dosis
necesaria para mantener la misma eficiencia comparado con la aplicacion independiente, inhibiendo
de esta forma el nivel de toxicidad no selectiva, ¢) minimizan el riesgo de desarrollo de resistencia, y
d) proveen un sinergismo selectivo sobre una diana, disminuyendo la toxicidad sistémica'®. Si bien
la combinacién de TFD con el antioxidante NAC resultd antagdnica en términos de viabilidad
celular, también demostrd una inhibicion tanto del nivel de expresion como de la actividad de HIF.
Por ello, surge la propuesta de disefiar regimenes terapéuticos en donde se apliquen de forma
conjunta antioxidantes con la terapia fotodinamica. Estos estarian abocados a obtener un sinergismo
significativo al combinar la capacidad de los primeros en suprimir a HIF y los eventos pro-
tumorigénicos regulados por este factor, y la citotoxicidad selectiva de la TFD, bajo condiciones en
donde se minimice el efecto de la presencia del antioxidante sobre su actividad anticancerigena. De
esta manera, se pretende eliminar al menos en parte la secrecidn de mediadores moleculares
inducidos por el estimulo fotodindmico implicados en la via de sefializaciéon de HIF-1. Por otro lado,
el protocolo de TFD puede aplicarse junto con agentes especificamente diseflados para eliminar a la
poblacion de fibroblastos del estroma circundante, cuyo aporte a la ecologia tumoral se asoci6 a las
vias de sefializacion reguladas por HIF-1. En este sentido, se ha disefiado una vacuna terapéutica a
ADN contra la proteina de activacién de fibroblastos (“FAP”, del inglés “fibroblast activation
protein”), la cual se encuentra sobreexpresada en los fibroblastos asociados al tumor'®®. La
combinacidn de estas estrategias terapéuticas intereferira en el didlogo establecido entre el estroma y
el parénquima dentro del microambiente tumoral para promover - resistencia, adaptacion y

supervivencia.
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<’
Célula tumoral
Figura 69. La respuesta tumoral a la TFD estd influenciada por la interaccion de factores bidticos y abidticos que coexisten en el
microambiente tumoral colorrectal.

La TFD ejerce su efecto citotoxico a través de la generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS), que dafian de forma selectiva a
las células tumorales. La eficiencia terapéutica del tratamiento fotodindmico es regulada negativamente por la presencia de
fibroblastos (factor bidtico) y por el factor de transcripcién inducible por hipoxia, HIF-1, modulador clave de la respuesta celular a
los cambios de presion de oxigeno (factor abiético). La poblacion fibrobldstica es una de las principales responsables de la secrecion
de los mediadores del didlogo autdcrino y parderino asociados a la via de sefializacion de HIF-1. Asimisimo, el estrés oxidativo
generado por la TFD incrementa la actividad de HIF en las células sobrevivientes, lo que sugiere el desarrollo de un fenotipo pro-

angiogénico, metastdsico e invasivo, con la consecuente recidiva tumoral.
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6. Conclusiones

La caracterizacion de los eventos bioldgicos y moleculares establecidos dentro del

microambiente tumoral hipéxico sometido a condiciones letales de TFD demostrd que:

El factor de transcripcion HIF-1a confiere resistencia a la intervencion fotodindmica.

La TFD modula positivamente la actividad de HIF a través de la estimulacién del eje
TFD—ROS—ERK1/2, aunque disminuye el porcentaje de células tumorales con HIF activo.

La fotosensibilizacién de las células tumorales suprime su estimulacién paricrina pro-
angiogénica sobre el endotelio a corto plazo, aunque la incrementa a largo plazo.

La presencia de fibroblastos incrementa la supervivencia tumoral luego del tratamiento

fotodindmico y exacerba el impacto de la via de HIF-1 en el microambiente tumoral.




