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RESUMEN

La exposicion cronica a una alta concentracién de glucosa ha sido asociada con el
desarrollo de estrés oxidativo, inflamacién, amhos precursores potenciales de cancer
mamario. Datos epidemiclégicos han permitido asociar la prevalencia de
hiperglicemia (caracteristico de la diabetes mellitus) con el desarrolio tumoral

mamario.

El microambiente tumoral mamario estd compuesto principalmente por un
componente epitelial y otro estromal. Entre ambos se establecen interacciones
bidireccionales que favorecen el desarrollo del tumor, su estabilizacion y su posterior
metastasis a ofros tejidos. La interaccion entre el estroma y el epitelio es responsable
de la textura y rigidez del tumor, fenémeno conocido como desmoplasia, y de la
adquisicion de propiedades malignas por el epitelio. Muchos tipos tumorales
humanos —entre los que se cuenta el tumor mamario- se desarrollan asociados a un

proceso inflamatorio que, se presume, es responsabilidad de esta interaccion.

En el presente trabajo se propuso estudiar el efecto de una larga exposicién de
células estromales mamarias a concentraciones altas de glucosa (25mM) y analizar
el efecto de esta exposicion en el desarrollo de un microambiente pro-oxidante e
inflamatorio. Datos obtenidos muestran que células estromales mamarias cultivadas
en alta glucosa generan un ambiente pro-oxidante evaluado mediante el uso de
Hyper, un biosensor sensible a Peréxido de Hidrageno (H20.). Estas células también
expresan niveles elevados de cicloxigenasa-2 (Cox-2) enzima clave de la ruta de
sintesis de las Prostaglandinas (PG), moléculas que promueven la inflamacion.
También se mostré que IL-1B de origen epitelial (citoquina que se sobre-expresa en
el fenotipo maligno) estimula la expresién de Cox-2 estromal, y que PGE: esfromal
retroalimenta la interaccion estroma-epitelio estimulando la expresién de IL-1B. Se
propone que la expresién aumentada de Cox-2 y el aumento consecuente de PGE;
puede ser responsable de la adquisicidn de propiedades migratoria en las células

epiteliales.




En resumen, los resultados obtenidos sugieren que células esfromales mamarias
cultivadas en alta concentracion de glucosa presentan un estado
oxidativofinflamatorio que predispone a la adquisicién de propiedades malignas por el

epitelio.




ABSTRACT

Chronic exposition to high concentration of glucose has been associated with cellular
and tissue deregulations such as oxidative stress and inflammatory processes, both
potential precursors of breast cancer. Additionally, hyperglycemia (characteristic of
diabetes disease) has been associated with breast tumor development in
epidemiological research.

Breast tumor micro-environment comprises of two components: epithelia and stroma.
Bidirectional interactions between these constifuents promote tumor development,
stabilization and subsequent metastasis fo other tissues. These interactions are
responsible for the texture and stiffness of the tumor, phenomenon known as
desmoplasia, and acquisition of epithelial malignancy. Several types of human tumors
—including the breast tumor — develop an associated inflammatory process, which is
thought to be responsible for this interaction.

The present work studied the effect of long-term exposure of mammary siromal cells
to a high glucose environment (25 mM). Specifically, the potential impact of this
treatment on the development of pro-oxidant and inflammatory microenvironment was
assessed. The results showed that mammary stromal cells cultured in high glucose
medium generate a pro-oxidative environment evaluated using a biosensor which is a
sensitive to hydrogen peroxide (H202) (Hyper). These cells also expressed high levels
of cyclooxygenase-2 (Cox-2) a key enzyme involved in the synthesis of
prostaglandins (PG), a typical pro-inflammatory molecule. We showed that IL-1B of
epithelial origin (overexpressed cytokine in malignant phenotype) stimulates stromal
Cox-2 expression and generating a stromal-epithelial interaction stimulating
expression of IL-1B. The results indicate that the increased expression of Cox-2 and
the consequent increase of PGEz may be responsible for the acquisition of migratory

properties in epithelial cells.

In summary, the results strongly suggest that mammary stromal cells cultured in high
glucose concentration develop an oxidativefinflammatory condition which couid

predispose epithelial cells to acquire malignant properties.




INTRODUCCION

1. Cancer de mamas

El cancer, de manera genérica, corresponde a un conjunto de enfermedades
caracterizadas por la pérdida de control sobre la proliferacion celular. La explicacion
convencional a este hecho es que la pérdida de control es producto de mutaciones
en el ADN, en particular en proto-oncogenes que controlan la proliferacion
(Weinberg, 2007). Dado que el dafio es acumulativo, la prevalencia de esta
enfermedad ha aumentado en gran medida conforme ha aumentado [a expectativa
de vida.

E! cancer de mamas se posiciona como el segundo cancer mas comun a nivel
mundial, después del cancer a pulmén, y como la quinta causa mas comun de
muerte por cancer. Sin embargo, en mujeres este ocupa el primer lugar (Hutchinson,
2010). En Chile por su parte, se estima que cada afio los casos de cancer de mamas
aumentan en un 20%, provocando alrededor de 1300 muertes por afio (Serra y col.,
2014).

El cancer mamario se origina en su mayoria en el epitelio que recubre el interior del
conducto mamaric o en los lébulos que proveen de leche al ducto mamario,
denominados carcinoma ductal y lobular, respectivamente. Estos tumores,
dependiendo de su grado (potencial invasivo) se pueden clasificar como in situ o
invasivos.

En las tltimas décadas el conocimiento de la biologia celular del cancer de mamas

se ha ampliado notablemente y variados estudios han comenzado a abordar el tema




enfocados no s6lo en el compartimento epitelial sino en una entidad funcional
conocida como nicho tumoral, en el que coexisten muchos tipos celulares. Esta
aproximacién ha generado un nuevo enfoque en el proceso tumoral y ofrece
alternativas de explicacién sobre como alteraciones en este compartimento estarian
promoviendo el desarrollo de tumorogénesis y metastasis en cancer de mama (Mao y

col., 2013).

2. Microambiente tumoral y papel del estroma

El nicho tumoral mamario estd compuesto basicamente por células cancerosas de
origen epitelial y estroma mamario, que incluye adipocitos, fibroblastos, células
mesenquimales, células del sistema inmune, células endoteliales, matriz extracelular
(MEC), factores de crecimiento y moléculas de sefializacién (Yamaguchi & Sakai,
2015).

Los fibroblastos son el componente mayoritario en el nicho tumoral mamario. En
condiciones fisiolégicas normales, estos son una importante fuente de proteasas
degradadoras de MEC, enzimas que cumplen un papel prominente en la reparacion
de heridas y cicatrizacion, y en el mantenimiento de la homeostasis con el epitelio, a
través de la activacion de factores de crecimiento residentes e interacciones entre
epitelio-mesénquima (Kalluri & Zeisberg, 2006). De hecho se ha propuesto que
podrian ejercer un efecto protector en el epitelio mamario sano (Kuperwasser y col.,
2004). Por ofro lado, en el microambiente tumoral, los fibroblastos brindan una

consistencia rigida fibrética a la mayoria de estos, resultado de la interaccién entre la

célula tumoral y el estroma, en un proceso llamado estromagénesis (Kalluri &




Zeisberg, 2006). La estromagénesis es un proceso dinamico en el cual —bajo el
control de la célula epitelial- la matriz extracelular es remodelada orquestadamente
creando un ambiente mas permisivo para el crecimiento tumoral (Beacham &
Cukierman, 2005).

En el nicho tumoral e! 80% del total de fibroblastos corresponde a fibroblastos
asociados a tumor (CAFs) (Yamaguchi & Sakai, 2015) los cuales son fibroblastos
activados (Figura 1) que comparten caracteristicas con los fibroblastos estimulados
por condiciones inflamatorias o a los encontrados en heridas (Augsten, 2014). No
esta definido e! origen de los CAFs, sin embargo se sabe que en condiciones en las
que el epitelio ha perdido la capacidad de generar contacto célula-célula y ha
adquirido propiedades mesenquimales (invasivas y migratorias), denominado epitelio
con transicién mesenquimal (EMT), se establecen condiciones que favorecen la

aparicion de éstos (Kalluri & Zeisberg, 2006).
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Figura 1. Activacion del fibroblasto. A. Los fibroblastos normales estan embebidos
dentro de la matriz extracelular fibrilar del tejido conectivo, en el cual hay colageno
tipo | y fibronectina. Los fibroblastos interactian a través de integrinas. B. Los
fibroblastos pueden adquirir un fenotipo activado, el cual es asociado a un aumento
en la proliferacion y en la secrecion de proteinas de la matriz extracelular como
colageno tipo |, tenacina C y fibronectina con un dominio extra (EDA-Fibronectina) y
SPARC (proteina secretada acida y rica en cisteina). Fenotipicamente estos se
caracterizan por la expresion de a-sma y por la expresion de numerosos factores de

crecimiento como TGF-B, quimioquinas y proteasas degradadoras de MEC.

Los CAFs aumentan la proliferacion de las células tumorales y su angiogénesis
mediante el reclutamiento de células endoteliales progenitoras en los carcinomas
(Orimo y col., 2005), secretando enzimas metaloproteasas que degradan la MEC lo
que libera factores de crecimiento que promueven la invasion de células cancerosas

(Kessenbrock y col., 2010).




Se sabe que las células epiteliales con fenotipo EMT producen TGF-B y que éste es
directamente proporcional a su potencial maligno. Ademas este factor es capaz de
de-diferenciar adipocitos mamarios hacia un fenotipo fibroblastoide (Guerrero y col.,
2010). Asimismo la célula estromal estimulada por TGF-B es capaz de generar
factores solubles que a su vez, estimulan ta migracién de células epiteliales (Tobar y
col., 2010).

Por ofro lado, se ha visto que los fibroblastos activados podrian promover la
progresién tumoral, mediante a la comunicacion con las células epiteliales tumorales,
pericitos de las células endoteliales y células inflamatorias mediante la secrecion de

factores de crecimiento y quimioquinas (Kalluri & Zeisberg, 2006} (Figura 2).
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Figura 2. Funciones de los fibroblastos activados en el estroma tumoral.

Los fibroblastos interactian con carcinomas, células epiteliales, endoteliales e
inflamatorias y a través de quimioquinas y factores de crecimiento. Alteran el
microambiente de la matriz extracelular a través del aumento de la deposicion de

colageno tipo | y Ill y la expresion de Tenascina C, lo cual dirige la aceleracion de la

progresion del cancer.




3. Inflamacidn, estrés oxidativo y cancer de mamas

La inflamacién crénica se ha asociado al desarrollo de cancer desde el siglo XIX
(Garber, 2004). Estudios epidemiolégicos actuales apoyan esta idea basados en
evidencia estadistica y experimental. La evidencia inicial se enfoca en la similitud
observada entre los microambientes tumorales y los que se generan en cicatrizacion
de heridas e infecciones. En la actualidad se ha evidenciado una poderosa
correlacion entre enfermedades inflamatorias y desarrollo de distintos tipos de
canceres, ademas de la reduccion en el desarrollo y disminucion en la mortalidad, de
canceres de mama y colon, con el uso de drogas anti-inflamatorias no esteroidales
(Mantovani y co!., 2008).

La inflamacién crénica provocada por alguna alteracion o dafio, puede promover la
proliferacion celular y la reclutamiento de células inflamatorias, las que liberan
especies reactivas de oxigeno (ERO), activas sefializadoras y mediadores de la
respuesta inflamatoria en conjunto con especies reactivas de nitrégeno (NOS). Estas
especies cumplen muitiples funciones entre las que se encuentran la degradacion de
bacterias dentro de los fagosomas de los neutrdfilos. En un contexto de dafio
constante y reparacion del tejido, ERO pueden interactuar con el ADN y provocar
mutaciones puntuales, deleciones y reordenamientos permanentes (Coussens &
Werb, 2002).

Es un hecho conocido que las células tumorales producen varios tipos de citoquinas
y quimioquinas, que atraen una diversa poblacion de células del sistema inmune, que
preducen un respuesta variada de mediadores citotoxicos, proteasas, interleuquinas,
interferones, TNF-a y ERO, por lo que son parte de la mantencion y progresion

tumoral (Acharyya & Massague, 2016).




Por otro lado, también es un hecho conocido que la mayoria de los tumores son
capaces de generar un ambiente inmunosupresor que inhibe la actividad antitumoral
de células del sistema inmune como las Natural Killer (NK), macréfagos asociados a
tumor (TAMs) y células T, las que se encuentran en circulacion y son reclutados en el
tumor para ejercer su accion anti- tumoral (Wahl & Kleinman, 1998; Zelenay y col,,
2015). El desarrollo de cancer, por lo tanto, daria cuenta de una pérdida de
inmunogenicidad, debido a un blogueo en el acceso de células T hacia el tumor, un
reclutamiento de células supresoras y/o la produccion de factores inmunosupresivos.
Recientemente se ha descubierio que el sistema Prostanoide favoreceria a la
creacion de un sitio inmune privilegiado para la formacion de tumores, debido que
estos aumentan la expresién de factores promotores de tumor (Zelenay y col., 2015).
Al igual que se ha encontrado que algunos factores derivados de tumor como las
interleuquinas 4 y 6, TGF-B y Prostaglandinas E: (PGEz) reducen la actividad

citotoxica de los TAMs.

3. i Prostaglandinas y Cox-2

Las Prostaglandinas son moléculas de [a familia eicosanoide que se sintetizan a
partir de acido araquidonico, un &cido graso insaturado que es liberado de la
membrana plasmatica mediante la accién de Fosfolipasas, y luego es metabolizado
por la accion de las Prostaglandina sintasas G/H o la Ciclooxigenasa (Cox) y sus
respectivas sintasas (Murakami & Kudo, 2004) (Figura 3). Esta secuencia juega un
papel fundamental en la respuesta inflamatoria, ya que sus productos aumentan en el

tejido afectado, participando como sefializadores y participando en la dilatacion de




los vasos sanguineos, facilitando asi la llegada de las células que llevan a cabo la
respuesta inmune (Ricciotti & FitzGerald, 2011).

Existen 4 prostaglandinas: Prostaglandina E: (PGE:), Prostaciclina (PGl),
Prostaglandina D2 (PGD.) y Prostaglandina Fzq. (PGF2q). Los niveles de estas se ven
afectados y varian considerablemente durante la respuesta inflamatoria (Ricciotti &
FitzGerald, 2011). De estas la mas estudiada ha sido la Prostaglandina Ez, quien es

generada por la Prostaglandina sintasa E.
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Breast Cancer- Carcinogenesis, Cell Growth and Signaling Pathways.

Figura 3. Ruta de sintesis de las Prostaglandinas. Las prostaglandinas se
producen tras la oxidacion secuencial de acido araquidonico, mediante

ciclooxigenasas (Cox-1 y Cox-2) y prostaglandinas sintasas terminales.




Las prostaglandinas ejercen su efecto uniéndose a receptores de membrana unidos
a Proteinas G. Existen 4 tipos de receptores de Prostaglandina, llamados EP1, EP»,
EP; y EP4 (Reader y cal., 2011).

Las enzimas ciclooxigenasas comprenden dos miembros, Cicloxigenasa-1 (Cox-1), la
cual se expresa constifutivamente en la mayoria de las células y tiene funciones de
mantenimiento, y Cicloxigenasa-2 (Cox-2), quien induce el estimulo inflamatorio,
hormonas y factores de crecimiento y se le asigna una mayor importancia como
precursora de prostanoides en la inflamacion y en enfermedades en donde hay
proliferacion descontrolada, como el caso de cancer (Ricciotti & FitzGerald, 2011).

El equilibrio en la produccion de Prostaglandinas se mantiene por la accion la enzima
Cox-2, la cual favorece su sintesis, y la 15-PGDH, encargada de su inactivacion
biolégica (Anggard, 1966). Por esto Ultimo, 15-PGDH también ha sido estudiada
como un posible objetivo en el tratamiento de céncer. Se ha descubierto que Ia
expresion de Cox-2 favorece también la produccion de la enzima aromatasa, la cual
induce la sintesis de las hormonas sexuales estrégenos, los que a su vez inhibe la
expresion de 15-PGDH (Wolf y col., 2006).

Se ha identificado que una aberrante activacion de la sefializacion Cox/PG es una
caracteristica eom(n a varias neoplasias. La sobreexpresion de Cox-2 se ha
identificado en variados tipos de céncer tales como colorrectales, prostaticos,
mamario, de piel, higado y biliar, entre otros (Reader y col., 2011) (Wiiliams y col.,
1999). Particularmente en el cancer de mamas, alios niveles de proteina de Cox-2
han sido detectados por histoquimica en 40% de carcinomas invasivos. La
sobreexpresion de dicha enzima se ha visto correlacionada con las caracteristicas

del tumor, en agresividad, tamarfio, grado de malignidad y de proliferacién, y se ha
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detectado una relacidn inversa entre los niveles de Cox-2 y la supervivencia libre de
la enfermedad (Howe, 2007). Del mismo modo, se ha observado que PGE:, en
cancer colorrectal, promueve la proliferacién, supervivencia, angiogénesis, la
migracién e invasion en tumores, junto con suprimir la apoptosis (Greenhough y col.,
2009).

La comunicacion entre epitelio-estroma y el estatus inflamatorio celular ha sido
sugerido por trabajos en los que, Activina A, miembro de la familia de ligandos TGF-
8, provocé una induccién de Cox-2 en fibroblastos mamarios. Ademas promovi
alieraciones en la expresion y deposicién de proteinas de la matriz extracelular,
incremento en la expresion de distintas citoquinas y factores de crecimiento y de

favorecer la glicolisis aerébica (Fordyce y col., 2012).

4. Cancer de mamas y diabetes

La diabetes mellitus (DM}, es una enfermedad caracterizada por un exceso crénico
de glucosa en la sangre. Esta enfermedad conlleva variadas complicaciones tanto
agudas como cronicas que afectan la calidad de vida y supervivencia de los

individuos afectados (Vigneri y col., 2008).

Variados estudios han correlacionado la DM a diversos tipos de cancer, tales como al
de higado, vejiga, pancreas, rifiones, colorrectal, endometrial y mamario. Ademas de
aumentar la mortalidad de quienes lo padecen (Vigneri y col., 2009).

Los mecanismos que subyacen a esta asociacion no han sido elucidados, sin

embargo las conexiones mas plausibles refieren a la hiperinsulinemia, hiperglicemia,
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resistencia a la insulina, estrés oxidativo e inflamacién como los factores mayormente
promovedores de la progresion tumoral (Ryu y col., 2014).

La idea inicial de la asociaciéon entre el consumo de glucosa y el desarrolie de
tumores fue sugerida por Warburg en 1930. En sus observaciones notd que [a alta
concentracién de glucosa promovia la seleccion de clones celulares malignos
resistentes a la hipoxia, en los cuales su energia era obtenida principalmente
mediante la via glicolitica. Efectivamente las células tumorales presentan una
glicolisis aumentada, una mayor cantidad de fransportadores de glucosa, por lo que
el consumo de esta es mucho mayor (Garber, 2004; Zhang y col., 2015).

Se ha visto que la alta concentracién de glucosa favorece la EMT, provocando [a
expresion de marcadores de células troncales de cancer, ademas de disminuir los
niveles de E-caderina, provocando un fenotipo mas agresivo (Masur y col., 2011).

El metabolismo de la glucosa también estaria promoviendo una inflamacién crénica
la cual reduciria la capacidad antioxidante de la célula, predisponiéndola generar
radicales libres los cuales dafarian el ADN y las enzimas involucradas en su proceso
de reparacion {(Dandona y col., 1996}. Se sabe que el exceso de glucosa promueve
un mal funcionamiento mitocondrial, estimulando una mayor produccion de ERO
(Contreras-Ferrat y col., 2014).

Paralelamente, -glucosa aumenta los niveles de las citoquinas inflamatorias en
circulacion, tales como IL-6, TNF-a, proteina C-reactiva, enire otros marcadores de
inflamacién, por lo que esta podria estar interfiriendo en la proliferacion celular,
apoptosis y metastasis (Xu y col., 2014).

También se ha logrado identificar que glucosa produce modulaciones epigenéticas

de rutas oncogénicas, aumentando de esta manera la proliferacion tumoral. Se ha
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descubierto que la memoria de hiperglicemia es un fenémeno epigenético inducido
previamente por una exposicién prolongada a hiperglicemia, en la cual se activan
rutas oncogénicas, las cuales siguen activas una vez pasada la condicién, en
condiciones de normoglicemia (Ryu y col., 2014).

La glucosa induce también la acetilacién de B-catenina aumentando su sefializacion
mediante la via Wnt, via normalmente encargada de la renovacion de tfejido post
embrionario, y la mantencién de algunas células troncales. Sin embargo, la
desregulacion de esta conduce a la proliferaciéon celular aberrante en células
tumorales y reduce su senescencia y apoptosis. Dentro de los objetivos
transcripcionales de esta via se encuentra la enzima Cox-2, asociada a una mala
prognosis ¥ a un aumento en la progresion y metastasis en cancer. Por [o que [a via
Wnt/ B-catenina podria representar un fuerte nexo entre la diabetes y el cancer

{Chocarro-Calvo y col., 2013).

Tomando en cuenta todos los antecedentes expuestos, en el presente trabajo de
Tesis se desarrolld un modelo de células en cultivo que pretende simular la situacion
del tejido mamario en un ambiente de hiperglicemia. Para ello, se utilizd una linea
celular estromal mamarla humana normal, obtenida desde una reduccidn mamaria,
que fue inmortalizada mediante la incorporacién de la subunidad catalitica de la
telomerasa. Estas células {RMF) fueron cultivadas en medios de culiive que
contenian una concentracion de glucosa alta (25 mM) y otra baja (5 mM). Mediante la
técnica de Imaging, con el uso de un biosensor sensible a peréxido,se estudié el

estado redox de las células en ambas condiciones de culiivo. Se estudié también Ia
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expresion del factor pro-inflamatorio Cox-2 mediante las ténicas de RT-gPCR y
Western Blot.

Con el propdsito de emular el microambiente tumoral, en el cual las células
estromales estan en contacto con las epiteliales tumorogénicas, se estudid la
respuesta inflamatoria estromal a factores solubles generados por células epiteliales
mamarias con distinto potencial maligno.

Finalmente se investigd de manera funcional si la glucosa y Cox-2 favorecerian la
migracion celular epitelial, caracteristica asociada a la pérdida de adhesion célula-

célula y metastasis, mediante ensayos de Transwell®.
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5. Hipédtesis
La glucosa promueve la expresion de factores pro-inflamatorios de origen estromal,
los cuales favorecen la expresion de caracteristicas malignas en células tumorales de

mamas.

6. Objetivos

6.i Objetivo General
Estudiar el efecto de la glucosa en la expresion de factores pro-inflamatorios en

células estromales mamarias.

6.ii Objetivos Especificos

- Evaluar si existen diferencias en los estados oxidativos de las células
estromales crecidas en baja y alta concentracion de glucosa.

- Estudiar la influencia de glucosa en la expresion de Cox-2 estromal.

- Estudiar si factores solubles provenientes de cultivos de células epiteliales
promueven la expresién de Cox-2 en células estromales y si esta depende de
la concentracion de glucosa en que fueron culfivadas.

- Determinar si IL-1B es el factor epitelial que promueve el aumento de Cox-2
astromal,

- Estudiar si factores estromales promueven el aumento de IL-1B en el epitelio.

- Estudiar si existe un aumento en la movilidad epitelial al ser co-cultivadas con

células estromales crecidas en alta glucosa.
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Determinar si la actividad de Cox-2 es responsable del aumento de la
migracion de las células epiteliales y la expresién de factores que favorecen la

transicidn epitelio mesénquima.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo celular

Como estroma celular se utilizaron fibroblastos de reduccion de mama sana, RMF-
EG y RMF-621, los cuales fueron inmortalizados por la sobre expresion de la
subunidad catalitica de la telomerasa (Kuperwasser y col., 2004) y donados por la
Dra. Charlotte Kuperwasser (Tuits University, MA, USA) (Kuperwasser y col., 2004).
Se cultivaron en DMEM bajo en glucosa (5,5 mM) y DMEM alto en glucosa (25 mM)
(GIBCO, Life technologies). Para la contraparte epitelial se utilizaron células de
origen epitelial de distinto grado de malignidad, MCF-7 (débilmente invasiva) y MDA-
MB 231(altamente invasiva). Estas células fueron obtenidas de ATCC (Manassas,
VA, USA) y mantenidas en DMEM F-12 (GIBCO, Life technologies), que contiene una

concentracion de glucosa 17,5 mM.

En todos los casos, los medios se suplementaron con 10% suero fetal bovino (SFB)
de Hyclone (Logan, UT), 2 mg/L Gentamicina (Laboratorioc Sanderson, RM, CL) y 100
unidades/mL de Penicilina y 0,1 mg/mL de Streptomicina de Biological Industries (CT,
US). Todas las células fueron mantenidas en una atmésfera humidificada a 37°C, 5%

de COa..
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2. Medios condicionados

Se utilizaron células RMF-EG cultivadas en baja y alta concentracion de glucosa, y
células MCF-7 y MDA-MB 231, las cuales fueron cultivadas individuaimente en su
medio de cultivo respectivo con 10% de SFB. Una vez alcanzado un 80% de
confluencia, se lavaron las células con Buffer de fosfato salino (PBS) 1X (GIBCO, Life

technologies) e incubaron 48 horas en su medio correspondiente libre de SFB.

Luego se colectd el medio y centrifugd a 2600 g por 10 minutos para eliminar
posibles células en suspension, paralelamente se tripsinizaron las células para ser
contadas. Los medios colectados se alicuotaron en volimenes de 1,5 mL y
almacenaron a -20°C para su posterior utilizacion.

Para comparar los efectos de los medios condicionados entre los distintos tipos

celulares y/o tratamientos, se estandarizd por el mismo nimero de células.

3. Ensayo MTT de Proliferacién

Con el fin de verificar que el cultivo prolongado en baja glucosa no afectara la
viabilidad de las células estromales RMFs, se realizé el ensayo de actividad
metabolica conocido como método del MTT. Este ensayo se basa en la reduccién
metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo}-2,5-difeniltetrazol (MTT)
realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa. El resultado de la
reduccion es un compuesto coloreado de color azul (formazan), el cual es
cuantificable por absorbancia, por lo permite determinar la funcionabilidad

mitocondrial de las células. Este método permite evaluar la cantidad de células vivas
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(metabdlicamente activas) que resulta ser proporcional a la cantidad de formazan

producido.

Para esto se sembraron 2000 células RMF-EG cultivadas en baja y alta
concentracion de glucosa, en cada pocillo de una placa de 96, en su medio
correspondiente suplementado con 10% de SFB. Luego de 24 horas se lavaron con
PBS y se les agregd su medio correspondiente suplementado con 0% de SFB, 5%
SFBy 10% SFB.

El ensayo se realizo a las 24,48, 72 y 96 horas, agregandoles 100 uL de medio
fresco correspondiente con 1 mg/mL de MTT. Luego de una incubacién de 1 hora a
37 °C en atmoésfera de 5% COa, se aspird el medio y se resuspendieron [as sales de
formazan en una solucion de DMSOfisopropanol (3:2) durante 15 minutos en
oscuridad. Finalmente se colectaron los productos solubilizados y se determind la
absorbancia a 570 nm.

Paralelamente se midio la glucosa remanente en el medio a las 48 y 96 horas.
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4. Uso del Biosensor Hyper

Para evaluar en tiempo real el estado redox intracelular, se utilizd el biosensor Hyper
(Belousov y col., 2006), que se encuenira codificado genéticamente en un vector
comercial (Evrogen, Mosct, Rusia) y que fue empaquetado en particulas virales por
el Dr. Diego Varela de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Hyper,
corresponde a una proteina de fusién que actia como nanosensor del tipo FRET y
esta compuesto por un dominio regulador OxyR de la bacteria Escherichia coli y esta
equipado con un par de cisteinas oxidables sélo en presencia de perdxido de
hidrégeno ambiental. El cambio conformacional inducido por la oxidacion es
aprovechado acoplando un par de moléculas fluorescentes que, dependiendo de su
cercania, pueden transferir energia entre si y emitir fluorescencia (Figura 4A).

El espectro de emision del biosensor HyPer (Figura 4B) cambia de acuerdo al estado
de oxidacién de enlaces sulfhidricos intramoleculares que son criticos para la
transferencia de energia desde [a proteina azul (ciano-fluorescente, CFP) a la
Amarilla (YFP). De esta manera, en presencia de peroxido de hidrégeno, aumenta la
fluorescencia emitida al excitar con luz de 490 nm, mientras que la emision disminuye

cuando es excitada a 420 nm (Figura 4B).
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Figura 4. Esquema del biosensor HyPer y su espectro de emision fluorescente.
A, dibujo que ilustra la reduccién/oxidacion de un par de residuos de cisteina de la
molécula HyPer, la reaccién de oxidacion es promovida por H20;, en cambio su
reduccién obedece a la accion de la maquinaria antioxidante especifica de la célula.
B, espectro de emisién de HyPer frente a concentraciones crecientes de H:O:
(1,2,3,4). Notese la respuesta reciproca, aumenta la fluorescencia a 490 nm mientras

que a 420 nm disminuye.

Se sembraron células RMF-621, provenientes de cultivos en baja y alta
concentracion de glucosa, sobre un cubre-objeto de vidrio de 25 mm de diametro
hasta un 30% de confluencia, y fueron infectadas (1:500) con el adenovirus que
codifica para Hyper. 48-72 horas post infeccion las células fueron transferidas a una
camara abierta en presencia del tampon KRH suplementado con 5§ mM glucosa. El
registro de imagenes, fue realizado a través de un objetivo de 40X realizando una
doble excitacion a 420 £ 10 nm y 490 + 10 nm, mientras que la luz emitida fue

recolectada con un filtro LP530 nm (longPass). El registro de imagenes fue realizado
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con un objetivo de 40X en un microscopio Nikon (Cairn Research, UK), equipado con
un monocromador, que permite la excitacion discreta a 430 £ 10 nm.

En las mediciones se comparé la respuesta a dos concentraciones de peroxido de
hidrégeno {(H202), 50 y 500 pM y su recuperacion después de ser retirado este. Los

experimentos de se desarrollaron a temperatura ambiente (23-26°C).

5. Expresion de mediadores pro-inflamatorios estromales

Para estudiar la influencia de la glucosa y factores epiteliales tumorales en la
produccion de los niveles de transcrito y proteina de Cox-2, se sembraron células
RMF-EG cultivadas en baja y alta concentracion de glucosa en su medio respectivo
suplementado con 10% de SFB, luego de alcanzar una confluencia de 70% se les
retiré el SFB y 8 horas mas tarde se les agregd 30% medio condicionado de células
MCF-7 y MDA-MB23, en el caso de los controles sélo se les agregd medio.

Para evaluar el aporte de IL-1$, como factor epitelial, en el cambio de produccion de
Cox-2, se realizaron ensayos en similares condiciones agregando 500 pg/mL de IL-
1B (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA). Ademas para verificar que los factores
presentes en el medio condicionado por células epiteliales, que favorecian la
expresién de Cox-2, corresponden a IL-1B, se agregd a los ensayos previos un
anticuerpo bloqueante de IL-1B recombinante humana (R&D Systems, Inc.,

Minneapolis, USA), el cual se utiliz6 una concentracién de 1 pg/mL.
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6. Expresion de mediadores pro-inflamatorios y de malignidad epitelial

Para medir los niveles de IL-18 y SNAI1 (Snail) se sembraron 200.000 células MCF-7
y 150.000 de MDA-MB231 en medio DMEM F-12 suplementado con 10% SFB.
Luego de alcanzar la confluencia se les retird el SFB y agregé medio condicionado
de células RMF-EG crecidas en baja y alta glucosa o 10 pg/mL de PGE.. 24 horas

después se midio IL-1B y Snail mediante qPCR.

7. PCR cuantitativo (qPCR)

Para obtener el ARN mensajero de los ensayos, 24 y 48 horas post-tratamiento se
lisaron las células con Trizol Reagent (Ambion, Carisbad, CA) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. EIl cADN se generé a partir de 1 pg de RNA total,
utilizando la enzima transcriptasa reversa M-MLV y Oligo-dT como iniciador, segtin
un protocolo estandar. La expresion del mensajero para Cox-2, IL-1B y SNAI1 fue
determinada por PCR cuantitativo en tiempo real usando un equipo Light Cycler® 96
de Roche. Para la reaccion se utilizé 100 ng de ADN complementario y una mezcla
de reaccion LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green | de Roche, en un
volumen final de 10 pL. Todas la reacciones fueron realizadas en duplicado e
incluyendo un control negativo con agua. La normalizacién de los datos fue calculada
a partir de la expresiéon del mensajero para la enzima gliceraldehido 3-fosfato

deshidrogenasa (GPDH). Los Partidores utilizados se detallan en la tabla 1.
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Tabla 1. Partidores qPCR.

Secuencia del partidor Tm | Tamaiio
Cox-2F 5-TTCAAATGAGATTGTGGGAAAATTGCT-3
. 59°C | 305 pb

Cox-2R | 5- AGATCATCTCTGCCTGAGTATCTT-3’
GAPDH F | 5-CAAAATCAAGTGGGGCGATGCTG-3'

69°C | 204 bp
GAPDH R | 5-TGTGGTCATGAGTCCTTCCACGAT-3'
IL-1BF 5'-AATCCCCAGCCCTTTTGTTG-3

60°C | 85 bp
IL-1BR 5-AAATGTGGCCGTGGTTTCTG-3'
SNAIM F | 5-TTCCAGCAGCCCTACGACCAG-3’

60°C | 210 bp
SNAIM R | 5-GCCTTTCCCACTGTCCTCATC-3'

8. Western Blot

Para obtener las proteinas de los ensayos, 48 horas post-tratamiento las células
fueron lavadas con PBS 1x frio y lisadas sobre hielo agregando un tampén de lisis
(Hepes 50 mM (pH 7,4); NaCl 150 mM; MgClz 2 mM; EGTA 2 mM; 1% Triton X-100;
10% Gilicerol) suplementado con los inhibidores de fosfatasa OV (2 mg/ml) y NaF (20
mM), més el coctel comercial de inhibidor de proteasas Complete Mini de Roche.
Luego de 10 minutos, las células se removieron con un rasfrillo y se colecté todo el
lisado celular, el que se colocd en tubos Eppendorf para separar la fraccion insoluble
por centrifugacién a 12.000 x g por 10 minutos. La fraccién soluble (sobrenadante)
fue fraspasada en un nuevo tubo y luego de separar un alicuota para la

determinacién de la concentracion de proteinas, se le agrego el tampén de carga 4x
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(60% glicerol, 40% SDS, 0,01% de azul de bromo fenol y 20% beta-mercapto etanol).
Finalmente las muestras fueron calentadas a 80°C para su denaturacion y
almacenadas a -20°C hasta su uso. Paralelamente se determiné la concentracion de
protefnas a 570 nm con el kit comercial “Pierce BCA Protein Assay kit" (Thermo,
Rockford, IL).

Posteriormente se realizd un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10%, en el cual se
cargaron cantidades equivalentes de proteina de cada condicién experimental. Una
vez separadas las proteinas fueron transferidas a una membrana PDVF previamente
activada en metanol, mediante un sistema de transferencia htimeda. Al finalizar la
transferencia las membranas se lavaron 3 veces con tampén TBS-T (20 mM Tris-HCI
7,6, 150 mM NacCl, 0,05% Tween20) y fueron blogqueadas con una solucion 4% BSA
en TBS-T durante 1 hora a femperatura ambiente. La inmuno-deteccion indirecta, se
realizé incubando el anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C con agitacion
constante. A continuacién las membranas fueron lavadas tres veces con TBS-T
durante 10 min a temperafura ambiente e incubadas con los correspondientes
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa por 1 hora a temperatura
ambiente. La marca quimioluminiscente fue visualizada' utilizando el kit comercial,
Pierce ECL Western Blotting Sustrate (Thermo, Rockford, IL) y la deteccién se realizé
con peliculas fotograficas Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare Life Sciences,
C, SE). Los anticuerpos utilizados y las diluciones de uso se resumenenlaTabla2y

3.
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Tabla 2. Anticuerpos Primarios.

Anticuerpo | Origen Dilucion | Cédigo Marca
Anti-Cox2 cabra 1.500 sc-1745 Santa Cruz
Anti-B-Actina | ratén 1:5000 Ab5441 Sigma
Tabla 3. Anticuerpos Secundarios.
Secundarios WB Dilucién Codigo Marca
Anti-Cabra 1:7000 610-1302 Rockland
Anti-Ratén 1:5000 611-1302 Rockland

9. Ensayos de Migracion

Para la migracidn de las cé&lulas MCF-7 y MDA-MB231 se utilizaron placas

Transwell® de 24 pocillos, de diametro de membrana 6.5 mm y tamafio de poro de

8.0 pm (Corning, Corning, NY,.USA).

Se realizaron tres experimentos en los cuzles se midié la migracién de las células

epiteliales:

1.

En los pocillos inferiores se sembraron 60.000 células RMF-EG crecidas en
baja y alta concentracién de glucosa, en su respectivo medio suplementado
con 10% de SFB por 24 horas, luego se les deprivé de SFB y en los ensayos
con inhibidor de Cox-2 se les agregé 10 yM de NS-398 (Cayman Chemical

Co., Ann Arbor, MI) por 24 horas y luego se lavaron con PBS 1X.
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Posteriormente se agregaron 60.000 células MCF-7 o MDA—I}ABZ31, a la
camara superior y dejaron migrar.

2. Se sembraron 200.000 células MCF-7 y MDA-MB231 en placas de 35 mm,
luego de 24 horas se les refiro el SFB y agregd 10 pg/imL de PGE:
recombinante, pasadas 24 horas se tripsinizaron las células y confaron y
sembraron 60.000 en los pocillos superiores del Transwell®, ademds se
agrego medio DMEMF-12 con 10 pg/ML de PGE: recombinante y con 2% de
SFB para quimioatraer las células.

3. Se sembraron 60.000 células MCF-7 y MDA-MB231 en la camara superior del
Transwell y se agregdé medio condicionado por 24 horas de células RMF-EG
crecidas en baja y alta concenfracion de glucosa con 1pM de L-161,982,

inhibidor del receptor de prostaglandina EP..

La migracion de las células MCF-7 durd 24 horas, mientras que las de células MDA-
MB231 5 horas. Finalmente las células epiteliales se tifieron y fijaron con Cristal
Violeta en etanol al 10%, y fotografiaron. Se contaron 4 fotos (20X) por Transwell®

divididas en 12 campos cada una.
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Sistema de doble camara

Canastillo

Compartimento superior
Células epiteliales

. “?.:’?.1.;
l i § 1

Poro de 8pm
Compartimento inferior

Células estromales

Figura 5. Sistema de doble camara (Transwell®). En la imagen se destaca: la
camara superior donde son puestas a migrar las células epiteliales, la membrana
que separa los dos compartimentos y que posee un poro de 8 ym, y la cAmaras

inferior donde son puestos las células estromales.

10. Analisis y procesamiento de datos
- El célculo de la expresién relativa de cada uno de los ARN mensajeros estudiados,
fue determinado por la ecuacién (1) descrita para la determinacion de la expresion

relativa (Pfaffl, 2001).

ACtgen blanco (Control—tratado)
gen blanco

ACtgen rer (Control—tratado)
Egen ref

(1) R=

- La cuantificacion de la expresion proteica mediante Western blot se realizd
utilizando el software ImageJ.
- Para la realizacion de los graficos y analisis estadisticos se utilizd el software

GraphPad Prism 5.
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RESULTADOS

1. Efecto de la concentracion de glucosa en la sobrevida de células

estromales RMF.

Las celulas RMF-EG crecidas en baja y alta concentracion de glucosa no mostraron
diferencias en su apariencia (Figura 6), ni tasa de crecimiento en cultivo. Sin
embargo, para asegurar que la disminucion en la concentracion de glucosa en el

cultivo no afectara la sobrevida celular, se evalué el potencial metabélico celular.

Figura 6. Cultivo de células estromales RMF-EG en condiciones basales.

Imagenes de RMF-EG cultivadas en baja (A) y en alta (B) concentracion de glucosa,

en condiciones basales visualizadas a 20X.

Con ese proposito, se estudio la actividad metabdlica celular en tres concentraciones

de SFB (0%, 5% y 10%), durante cuatro tiempos (24, 48, 72 y 96 horas). Al finalizar

estos tiempos se midié la capacidad metabolica mediante el ensayo MTT.
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Como se observa en la figura 7 los resultados obtenidos indican que no existen
diferencias significativas en la sobrevida celular entre células provenientes de cultivos
en baja y alta glucosa cultivadas durante el ensayo con 0%, 5% o 10% SFB las
primeras 48 horas. A las 96 horas, sin embargo, se puede observar una declinacion
en las células cultivadas en baja glucosa con 5% y 10% de SFB. Para las otras
concentraciones de SFB, ambos cultivos tuvieron una sobrevida similar.
Paralelamente, se verificé la posible modificacion de los niveles de glucosa en los
respectivos cultivos atribuibles al consumo celular. Para ello, se evaluaron los niveles
de glucosa presente en los cultivos de células RMFs crecidas por 48 y 96 horas en
baja y alta glucosa. En este caso se utilizé un ensayo colorimétrico de punto final y
como se aprecia en la figura 7, hasta las 48 horas el consumo de glucosa por células
crecidas tanto en baja como alta glucosa no logrd disminuir significativamente la
concentracion en el medio de cultive. Sin embargo, en los cultivos provenientes de
baja glucosa, se observd una gran diferencia en la glucosa remanente en el medio en
las 96 horas.

Estos experimentos permiten sostener que las células RMFs cultivadas en baja
glucosa, se comportan en cultivo de modo muy similar a las cuitivadas en alta
glucosa y no presentan ninguna diferencia metabélica que pudiera influir en los

experimentos siguientes, por lo menos hasta las 48 horas de ensayo.
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Figura 7. Ensayo de MTT y de concentracion de glucosa remanente para las
células estromales crecidas en baja y alta glucosa. El ensayo fue realizado
utilizando células RMF-EG en baja y alta glucosa, en distintas concentraciones de
SFB y a distintos tiempos. Ambos tipos celulares mantuvieron un crecimiento similar
dentro de las 72 horas, para las 3 concentraciones de SFB. Se midid, por otro lado, la
glucosa remanente en el medio, en donde se encontré un descenso importante en la

cantidad de glucosa en el medio de baja concentracion de glucosa a las 96 horas.
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2. La exposicion a glucosa genera un ambiente oxidativo.

Diversos estudios han establecido que [a hiperglicemia genera un microambiente
metabdlico que aumenta los niveles intracelulares de ERO, ademas de favorecer la
miodiferenciacién de fibroblastos en enfermedades con un componente fibrotico
(Bocchino y col., 2010).

Para evaluar si las células RMFs cultivadas en alta glucosa expresan diferencias en
su estado oxidativo respecto a las cultivadas en baja concentracion de glucosa, se
utilizé el biosensor Hyper, el cual es sensible a perdxido. Para ello, se infectaron
RMF-621 cultivadas en baja y alta glucosa con un adenovirus que expresa el
biosensor y se evalud la respuesta celular al peréxido aplicando dos pulsos de 50 y
500 uM de H202, y su posterior recuperacion realizando lavados post- maxima
respuesta al pulso.

Los resultados indican que las células cultivadas en alta concentracion de glucosa se
encuentran en un estado de oxidacidn mayor que las cullivadas en baja
concentracion de glucosa (Figura 8 A y B).

Al analizar los promedios de los valores de la sefial de Hyper al pulso de 50 uM de
H20: se observa que células cultivadas en alta glucosa presentan mayores valores
maximos de oxidacion del biosensor que casi igualan al obtenido para la
concentracion de 500 uM de H>O: (concentracion saturante) (Figura 8 C y D).

El andlisis cinético de la respuesta al pulso muestra que la Vi de respuesta a 50 pM
H2O. para células cultivadas en baja glucosa fue de 5 * 1 s mientras que para
células RMF cultivadas en alta glucosa el valor fue de 78 + 16 s (Figura 8 E).

Para evaluar la capacidad antioxidante enddgena de las células se analizd la

capacidad de las células para reducir los puentes disulfuros del biosensor luego de
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remover por lavados sucesivos los 500 pM de Hz0.. Las curvas de recuperacion para
las células cultivadas en ambas concentraciones de glucosa no mostraron diferencias

significativas (Figura 8 F).
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Figura 8. Células RMFs cultivadas en alta glucosa presentan un estado
oxidativo citoplasmatico mayor a las cultivadas en baja glucosa. (A, B} Razon
de fluorescencia de células RMFs que expresan Hyper, cultivadas en baja (A) y alta
{B) glucosa. Pulsos consecutivos de 50 y 500 yM de H202, que son ilustrados por las
barras blancas y [a linea punteada. En (C, D), promedio * error estandar de los
valores maximo de la sefial de Hyper en los dos pulsos de H>O; de células cultivadas

en baja y alta glucosa. (*) significa diferencia estadisticamente significativa obtenida
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por prueba de t-Student no pareada. (E) analisis cinético de la respuesta del
biosensor frente al primer pulso de Hz0., los primeros minutos de respuesta fueron
graficados tomando como valor de referencia la sefial basal, células cultivadas en
baja (circulos negros) y alta glucosa (circulos blancos). (F) fase de recuperacion de
Hyper luego del lavado del pulso de 50 pM H20z, versus tiempo. Los puntos
experimentales fueron ajustados a la funcidn exponencial simple de 3 parametros
para determinar la velocidad inicial de oxidacién y recuperacion. Los datos
corresponden a los promedios * error estandar de 23 células de 3 experimentos
independientes en baja glucosa y 24 celulas de 3 experimentos independientes en

alta glucosa.
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3. Laexposicién a glucosa genera un ambiente pro-inflamatorio.

En conocimiento de que el cultivo prolongado a altas concentraciones de glucosa
promueve un estado de mayor oxidacion en las células RMFs, y que la produccién de
ERO han sido asociadas fenémenos inflamatorios, se evalud si las células RMFs
crecidas en alta concentracion de glucosa producian factores pro-inflamatorios, en
relacion con las células crecidas en baja concentracion de glucosa.

Para lo cual se evalud la expresién como transcrito y proteina, de Cox-2, enzima
encargada de producir Prostaglandinas a partir de acido araquidonico y que
constituye un marcador clave del proceso inflamatorio.

La expresion de Cox-2 se ha visto aumentada en variados tipos de canceres, tales
como colorrectales, prostaticos, de mama, de piel, higado y biliar otros (Reader y
col., 2011; Williams v col., 1999).

En primer lugar, se estudié la expresién de Cox-2 en condiciones basales de cultivo
para las células RMF-EG crecidas en baja y alta concentracién de glucosa,
obteniéndose un aumento significativo tanto como ARN mensajero como de proteina

en las células estromales cultivadas en alta concentracion de glucosa (Figura 9).
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Figura 9. Células estromales crecidas en alta glucosa sobreexpresan Cox-2. A.
RT- gPCR para Cox-2 de células RMF-EG crecidas en baja y alta glucosa.

B. Western Blot representativo de los resultados obtenidos para Cox-2 y b-actina
como control de carga y analisis densitométrico de los Western Blot realizados.

(**) Indica diferencia estadisticamente significativa con p < 0,01. Se utilizo el test t-

student no pareado.
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4, Factores solubles epiteliales favorecen la generacién de un ambiente

pro-inflamatorio y son favorecidos por la glucosa,

Estudios previos han verificado que la interaccion entre los componentes estromales
y epiteliales del tumor favorecen la malignidad y progresion tumoral (Beacham &
Cukierman, 2005). Con esa informacion se propuso estudiar si factores de origen
epitelial favorecen la expresion de moléculas moduladoras de la inflamacion en el
estroma, y si esta respuesta depende de la cantidad de glucosa a [a que esta
expuesto el estroma.

Para ello, se trataron las células RMF-EG, culfivadas en baja v alta concentracion de
glucosa, con factores solubles presentes en medios condicionados por células MCF-
7 y MDA-MB231, células epiteliales mamarias con distinto grado de invasividad.

Los tratamientos se realizaron por 48 horas tanto para obtener la expresion del
mensajero como la proteina de Cox-2.

Los resultados muesiran que los medios condicionados de las células epiteliales
tumorales MCF-7 y MDA-MB231 favorecieron la expresién de Cox-2 tanto de ARN
mensajero como en proteina y este aumento se vio mayormente reflejado en las
células cultivadas en alta concentracion de glucosa (Figura 10).

Las células MDA-MB231, células tumorales altamente invasivas, produjeron una

mayor sobreexpresion de Cox-2, que las células MCF-7, débilmente invasivas.
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Figura 10. Factores solubles epiteliales promueven la expresion de Cox-2 y esta

es mayor en células crecidas en alta glucosa. A. RT- gPCR para Cox-2 en células

RMF-EG cultivadas en baja y alta glucosa, en 24 y 48 horas, en respuesta a medio

condicionado por células epiteliales MCF-7 y MDA-MB231. B. Western Blot

representativo de los resultados obtenidos para Cox-2 y b-actina como control de

carga, y analisis densitométrico de Western Blot realizados. (*} Indica diferencia

estadisticamente significativa con p < 0,05. (**) Indica diferencia estadisticamente

significativa con p<0,01. Se utilizd el test no paramétrico Kruskal Wallis.
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5. IL-1B de origen epitelial promueve el aumento de Cox-2 estromal

Por su naturaleza, los medios condicionados contiehen variados tipos de factores
que podrian ser responsables de la sobreexpresién de Cox-2 estromal. De este
modo, y dado que se ha identificado que moléculas de la familia de Interleuquina-1
son sobre-expresadas en diversas formas de céncer (Fordyce y col, 2012)
investigamos la participacion de IL-1B en el desarrolio de un ambiente pro-

inflamatorio en el estroma mamario adicional al provocado por glucosa.

5i IL-ip promueve un aumento en expresién de Cox-2 estromal

adicionalmente al estimulo de glucosa

En primer lugar, se indujo la expresion de Cox-2 en células estromales por IL-18
recombinante. Para ello, Las células estromales se trataron con 500 pg/mL de II-1B y
la respuesta a la expresién de Cox-2 se evalué mediante gPCR (24 horas) y por
Western blot (48 horas). Los resultados obtenidos indican que, efectivamente, IL-18
indujo la expresion de Cox-2 estromal y que la glucosa favorecié esta respuesta,

tanto en su expresion de ARN mensajero como en proteina (Figura 11).
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Figura 11. IL-1B promueve la expresion de Cox-2 estromal y es mayor en alta

concentracion de glucosa.

A. RT- gPCR para Cox-2 en células RMF-EG cultivadas en baja y alta glucosa, en

respuesta a 0,5 ng/mL de IL-1B recombinante. B. Western Blot representativos de los

resultados obtenidos para Cox-2 y [O-actina como control de carga y analisis

densitométrico de Western Blot realizados. Estos no fueron significativamente

diferentes, sin embargo se observa una tendencia en su comportamiento.

(**) Indica diferencia estadisticamente significativa con p<0,01. Se utilizé el test no

parameétrico Kruskal Wallis.
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5.if IL-1B presente en medios condicionados por células epiteliales MDA-

MB231 estimula la expresién de Cox-2.

Resultados anteriores sugieren que factores solubles generados por las células
MDA-MB231 inducen un cambio significativo en la expresién de Cox-2. Con el
propdsito de investigar si IL-1B presente en ese medio cumplia un papel en la
induccion de Cox-2, se estimularon las células estromales, productoras de Cox-2 con
medio condicionado por células epiteliales MDA MB 231 en presencia y ausencia de
un anticuerpo bloqueante de [L-1p.

Los resultados obtenidos y que se indican en la Figura 14 muestran que el anticuerpo
anti IL-1B disminuyd la expresion proteica de Cox-2 estromal que normalmente es
inducida por el medio condicionado de células MDA-MB231 lo que permite proponer

un papel de IL-1B epitelial en la expresion de Cox-2 estromal (Figura 12).
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Figura 12. Anticuerpo bloqueante de IL-1B inhibe la expresién de Cox-2
estimulada por factores solubles epiteliales. Western blot para Cox-2 en células
RMF-EG cultivadas en baja y alta glucosa, en respuesta a 15% de medio
condicionado por células MDA-MB231, en presencia de un anticuerpo bloqueante de

IL-1B.
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6. Factores solubles estromales promueven la expresion de 1-18 epitelial

Con el propésito de estudiar si la concentracion de glucosa en la que se cultivan las
células estromales afecta en la produccién de factores que estimulan la expresion de
IL-1PB epitelial, se cultivaron células MCF-7 y MDA-MB231 en presencia de medios
condicionados por células RMF crecidas en baja y alta concentracion de glucosa y se
evalud la expresion de ARN mensajero para IL-1B. Los resultados de la Figura 13
manifiestan [a gran diferencia de expresion de IL-1B de ambos tipos celulares y
muestran que los factores contenidos en medios estromales provenientes de cultivos
en alta glucosa generan un estimulo de mayor magnitud en las células MDA-MB231
que los cultivados en baja glucosa. No se advierten cambios significativos en el ARN

mensajero para IL-1B en las células MCF-7.
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Figura 13. Factores estromales promueven el aumento de IL-1B epitelial. RT-
gPCR para [-18 de células MCF-7 y MDA-MB231 estimuladas por medios
condicionados de RMF-EG.

(*) Indica diferencia estadisticamente significativa con p < 0,05.

(**) Indica diferencia estadisticamente significativa con p<0,01.

Se utilizé el test no paramétrico Kruskal Wallis.
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6.1 PGE: es el factor estromal que produce un aumento en la expresion de

IL-18

Tomando en cuenta los resultados anteriores que sugieren una activa participacion
del eje Cox-2/PGE: en el establecimiento de un microambiente inflamatorio estromal,
nos propusimos investigar el potencial efecto de PGE; en la produccién de IL-1B
epitelial. Para ello, se trataron ambos tipos de células epiteliales con 10 pg/ml de
PGE-: por 24 horas y se evalué la expresion del transcrito por gPCR. Como la Figura
14 muestra, en ambas lineas celulares se obtuvo un aumento de la expresién de la

citoquina, sin embargo no alcanzé significancia estadistica.
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Figura 14. PGE; promueve el aumento de IL-18 epitelial. RT- gPCR para IL-1B de
células MCF-7 y MDA-MB231 estimuladas por 10 pg/ml. de PGE; recombinante.
(*) Indica diferencia estadisticamente significativa con p < 0,05.

Se utilizd el test no paramétrico Kruskal Wallis.
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7. La glucosa favorece la migracién de células tumorales por medio del

aumento de la expresion de Cox-2

A continuacion se estudi6 si las células estromales crecidas a una alta concentracién
de glucosa ejercian alguna influencia en el desarrollo de propiedades asociadas con
la malignidad epitelial. Para ello, se realizaron estudios de migracién epitelial bajo el
estimulo de medios solubles generados por células de estroma. El dispositivo de
migracién Transwell® permite establecer sistemas de co-cultivo en el que células de
diferente origen se comunican. En este sistema, las células epiteliales son
estimuladas a migrar a través de un filtro poroso bajo el estimulo de células
estromales sembradas en el compartimento inferior del dispositivo. Para verificar si la
condicion inflamatoria del estroma es un elemento modificador de la migracién, las
células RMF-EG se pretrataron 24 horas con 10 uM del inhibidor de Cox-2, NS-398,
se lavaron y se aplicaron en el ensayo de migracion con las células epiteliales

tumorales MCF-7 y MDA-MB231.

Los resultados en la Figura 15 muestran que las células estromales crecidas en alta
concentracion de glucosa generan factores solubles que son capaces de favorecer la
migracion epitelial. El pre-tratamiento de las células estromales con NS-398,
disminuyd la capacidad estimulatoria de las células RMF-EG sobre ambas células

epiteliales cultivadas previamente en alta o baja concentracion de glucosa.

Cabe mencionar que el inhibidor no estuvo presente durante el ensayo de migracion.
Por ello, el analisis corresponde sélo a Cox-2 de origen estromal y no incluye la
enzima de origen epitelial que, cuya expresion esta relacionada con la obtencién del

fenotipo EMT (Bocca y col., 2014),
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Figura 15. Cox-2 estromal promueve la migracién de células epiteliales. Células
RMF-EG indujeron la migracién epitelial de células MCF-7 (A) y MDA-MB231 (B), y
esta fue mayor en las células estromales crecidas en alta concentracién de glucosa.
El inhibidor NS-398 (10 pM) disminuyd la migracién estimulada por factores solubles
(™) Indica diferencia estadisticamente

estromales en MCF-7 y MDA-MB231.

significativa con p<0,001. Se utilizé el test paramétrico de Bonferroni.
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8. Prostaglandina E: promueve la migracion de células tumorales

El resultado anterior sugiere fuertemente que Ia actividad de COX-2 podria ejercer un
papel en el estimulo a la migracion epitelial. Por ello se pensd en PGE, como
candidato debido a la evidencia que la relaciona con la EMT (J. Cao y col., 2014).

Con el fin de analizar esta posibilidad, se desarrollaron dos tipos de experimentos:

8.i Pre-estimulacién y migracion en presencia de PGE:

En primer lugar, se pre-trataron células epiteliales MCF-7 y MDA con 10 pg/mL de
PGE: recombinante por 24 horas, y posteriormente se hicieron migrar por 24 y 5
horas, respectivamente, en presencia de medio DMEM-F12 con 2% de SFB (como
quimioatrayente) y 10 pg/mL de PGEa. Los resultados mostraron que ambas lineas
celulares epiteliales pre-tratadas e incubadas con PGE; aumentaron su migracién

con respecto a las células que migraron contra medio.
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indujo la migracion epitelial de células MCF-7 (A) y MDA-MB231 (B). Las células
MCF-7 migraron por 24 horas, mientras que las MDA-MB231 por 5.

(**) Indica diferencia estadisticamente significativa con p<0,01. (***) Indica diferencia

estadisticamente significativa con p<0,001. Se utilizd e! t-test paramétrico.

8.il Inhibidor de receptor de PGE: disminuye el aumento de la migracién
provocada por factores estromales

En segundo lugar, utilizando los datos que mostraban que factores solubles
generados por células estromales cultivadas en baja y alta glucosa estimulaban la
migracion epitelial, se realizaron ensayos de migracion en los que el estimulo a Ia

migracion lo constituia el medio condicionado por células estromales cultivadas en
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alta y baja glucosa, y realizados en presencia y ausencia de L-161,982, inibidor

especifico del receptor EP4 de PGE,. Como la Figura 17 muestra, la presencia del

inhibidor bloquea el estimulo estromal lo que permite asignar un rol a PGE; estromal

sobre la migracion epitelial.
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Figura 17. Inhibidor de EP4 disminuye la migracién de células epiteliales.

L,161-982 disminuyé el aumento de la migracion de las células MCF-7 (A) y MDA-
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MB231 (B) provocado por el medio condicionado estromal. (*) Indica diferencia
estadisticamente significativa con p < 0,05 (***) Indica diferencia estadisticamente

significativa con p<0,001. Se utilizé el test paramétrico de Bonferroni.

8.ili PGE2 produce un aumento de factor transcripcional involucrado en la

transicion EMT.

Finalmente, una vez identificada la accion de PGE: en la migracién celular y
considerando que este rasgo constituye un componente de la llamada Transicién
epitelio-mesénquima, fenémeno que determina la malignidad epitelial, evaluamos el
potencial estimulatorio de PGE:2 en la expresion de Snail, factor transcripcional que
regula este complejo proceso (Voutsadakis, 2016; Wang y col., 2013). Para ello, se
pre-trataron células epiteliales MCF-7 y MDA-MB231 con 10 pg/mL de PGE:
recombinante por 24 horas para posteriormente extraer sus ARN mensajeros y
evaluar el nivel de SNAI por qPCR.

Los resultados de [a Figura 18 dan cuenta de un aumento en la expresion de

SNAl1epitelial al tratamiento con PGE3, sin embargo este lo no logré ser significativo.
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Figura 18. PGE: favorece la expresion de Snail en células epiteliales. RT- qPCR
para SNAI1 de células MCF-7 y MDA-MB231 estimuladas por 10 pg/mL de PGE;
recombinante. (*) Indica diferencia estadisticamente significativa con p < 0,05. Se

utilizo el test no paramétrico Kruskal Wallis.
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DISCUSION

El desarrollo del proceso tumorigénico ocurre en una entidad que se conoce como
“niche tumoral” que es un territorio en el que interacttan los componentes epiteliales
y estromales- (Lacina y col.,, 2015). La proporcién en que concurren cada uno de
estos componentes celulares es caracteristica de cada tumor. Asi, existen tumores
en los que el componente estromal es mayoritario y, por ello, presentan una
caracteristica conocida como desmoplasia que le otorga variados grados de rigidez

(Beacham & Cukierman, 2005).

Es un hecho conocido que los distintos componentes celulares del tumor interactian
de modo que se influencian en forma reciproca. En el caso de la malignidad epitelial,
es un hecho probado el papel inductor sobre este rasgo que ejerce el estroma. Asi se
ha descrito que los fibroblastos asociados al tumor otorgan a las células epiteliales
tumorales un aumento de la expresiéon génica, adquisicion de fenotipo EMT, de
propiedades migratorias y de célula madre. Por otro lado, es sabido que el epitelio
tumoral induce en fibroblastos un cambio en la secrecién de las proteinas de matriz,
lo que origina el remodelamiento de la matriz extracelular, (Yamaguchi & Sakai,
2015), un estimulo a la angiogénesis, aumento de la afluencia de células del sistema
inmune, aumento en la proliferacién, favorecimiento del metabolismo anaerdbico
sobre el oxidativo, produccién de marcadores de miodiferenciacién como a-sma y
aumento en la sobreexpresion de factores pro-inflamatorios como Cox-2 (Figura 17)

(Fordyce y col., 2012).
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Figura 19. El dafio genémico de la célula epitelial produce cambios fenotipicos
en los fibroblastos vecinos. Factores solubles de células epiteliales con dafio en
su ADN inducen la expresion de marcadores asociados a malignidad en

fibroblastos.

Datos clinicos y epidemiolégicos han permitido establecer una relacion entre la
hiperglicemia y el desarrollo de cancer mamario (Vigneri y col., 2009). Con el
propésito de aproximar el trabajo celular a la realidad clinica, se sometié la linea
celular de estroma mamario RMF a incubaciones prolongadas de dos
concentraciones de glucosa: una baja (5 mM) que corresponde a una glicemia
normal y una alta (25 mM) que corresponde a una hiperglicemia franca. En esas
condiciones experimentales se intentd probar la asociacion entre la hiperglicemia, la

inflamacion y el estimulo a la malignidad epitelial.

Estudios previos han descrito la existencia de una asociaciéon entre hiperglicemia,

estrés oxidativo y generacion de un ambiente pro-inflamatorio (Isfort y col., 2014:
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Pacher y col., 2007). Debido a la enorme cantidad de reacciones que dependen de
un tenor oxidativo caracteristico, se investigd si la glucosa, como componente del
medio de cultivo, tenia alguna participacién en el establecimiento de un ambiente
oxidativo infracelular. Con esos fines se utilizé un biosensor sensible a H20; y se
analizé la influencia de glucosa en la respuesta a dos concentraciones de peréxido

de hidrégeno en cuanto a oxidacion y recuperacion.

Los resuitados indicaron que en las células cultivadas en alta concentracion de
glucosa al ser estimuladas con 50 pM de peroxido de hidrogeno, la razén entre ias
longitudes de onda 490/420 fue mayor, dando cuenta de un aumento en la oxidacion
de los puentes disulfuro del sensor Hyper, en relacion a las células cultivadas en baja
concentracion de glucosa. Esto sugiere un estado oxidativo mayor de las células

cultivadas en alta glucosa (Figura 8 A, B, D).

En los sistemas celulares existe una maquinaria antioxidante que regula los niveles
de ERO en el citoplasma y organelos, la cual esta compuesta por enzimas dedicadas
a eliminar sustancias oxidantes derivados de la respiracion celular: las tiorredoxinas
(Trx), la superéxido dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa (GPX) y la catalasa (CAT)
(Mates & Sanchez-Jimenez, 1999; Shao y col., 2016), donde esta tltima en particular
cataliza la descomposicion de peréxido de hidrégeno (H202) en agua (H20} y oxigeno

(O2).

(2 2H0:=2H,0+0:
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Se propone que el aumento en el estado oxidativo de las células RMFs cultivadas en
alta concentracién de glucosa podria deberse a un déficit en la magquinaria celular
para contrarrestar el exceso de ERO que estaria oxidando moléculas blanco en el
citoplasma. De esta manera sl H.QO, oxidaria directamente al sensor Hyper, en vez de

dividir su accidn oxidando las otras moléculas normalmente reducidas.

Los resultados obtenidos luego del lavado seguido de la exposicién a 500 pyM H;0.,
sugieren que la exposicion a glucosa no afecta el correcto funcionamiento de las
enzimas tiorredoxinas, enzimas responsables de reducir los puentes disulfuro del

biosensor originalmente oxidados por Hz205.

La relacion entre la hiperglicemia, niveles elevados de ERO vy la inflamacion ha sido
estudiada en el contexto de la expresién de Cox-2 (Kiritoshi y col., 2003). Con el
propgsito de constatar si esta secuencia también se producia en las células
estromales mamarias RMFs crecidas en alta concentracion de glucosa, se analizo los
niveles de Cox-2 en esas condiciones experimentales. Cox-1 y Cox-2 son dos
enzimas fundamentales en Ia ruta de sintesis de Prostaglandinas y Tromboxanos a
partir del Acido Araquidénico presente en las membranas celulares. Las
prostaglandinas cumplen un gran nimero de funciones en procesos fisiolagicos
normales, entre los cuales se encuentran la promocion de la inflamacion, la

hinchazén, el dolor y la fiebre (Greenhough y col., 2009).

Los resultados confirmaron que las células RMFs crecidas en alta concentracion de
glucosa produjeron en estado basal una mayor cantidad de Cox-2, lo cual se tradujo
en la expresion de su ARN mensajero y de proteinas. Adicionalmente, y en el

contexto de la relacion funcional entre epitelio-estroma, se investigé si un estimulo
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generado por el epitelio era capaz de modular la expresién de Cox-2 y si el estimulo
de glucosa se mantenia en estas condiciones. Los resultados en la Figura 10
muestran que los medios condicionados por células epiteliales tumorales provocaron
un aumento en la expresion de Cox-2 evaluados tanto como ARN mensajero (qPCR)
como proteina (Western blot). Las células MDA-MB231, de mayor malignidad,
provocaron un aumento mucho mayor que las células MCF-7, de baja malignidad.
Asi se sugiere que la malignidad intrinseca se asocia a la produccion de factores
solubles que estimulan la expresién de Cox-2. El aumento de la produccién de Cox-2
obtenido fue mayor en las células cultivadas en alta concentracién de glucosa, lo que

sugiere un estimulo basal previo del excese de glucosa en el medio de cuttivo.

Posteriormente, se propuso identificar si IL-1B se encontraba entre los factores
solubles generados por las células epiteliales que promueven la expresién de Cox-2,
La eleccion de esta citoquina esta respaldada por su alta expresion en células
tumorales malignas y su papel central en el establecimiento de un microambiente
inflamado (C. Cao y col., 1996; Molina-Holgado y col., 2000; Tsuzaki y col., 2003).
Para esto se realizaron dos tipos de experimentos: por un lado se estudié el efecto
que la citoquina recombinante tenia sobre la expresién de Cox-2 estromal y por ofro,
utilizando un anticuerpo bloqueante de IL-1B se investigd si parte del estimulo sobre
la expresidn de Cox-2 de los medios condicionados epiteliales era anulado cuando el
ensayo se realizaba en presencia del anticuerpo. Los resultados mostraron que,
efectivamente’ IL-1B recombinante estimulé la expresion de Cox-2 estromal y
ademas, que la presencia del anticuerpo bloqueante inhibio parte de Ia respuesta

estimulatoria del medio condicionado por las células MDA MB-231. Estos resultados
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sugieren que IL-1B es un factor epitelial que tiene una funcién importante en la

expresion de Cox-2 estromal.

Se ha propuesto que una de las funciones de glucosa es a la activacién de la via
canonica de Wnt (Wnt/B-catenina) en varios tipos de células tumorales (Anagnostou
& Shepherd, 2008; Lee, 2014) tales como de colon, ovarios, pancreas y
mamas.(Chocarro-Calvo y col., 2013; Garcia-Jimenez y col., 2014). Esta via de
sefalizacion es esencial en el desarrollo, el mantenimiento de células troncales y la
regeneracion de tejidos. Sin embargo su sobre-expresién anémala ha sido asociada
al inicio y progresion de muiltiples tipos de cancer (Beachy y col., 2004), entre ellos el
mamario (Anastas & Moon, 2013). Uno de los blancos demostrados de la activacién
de la ruta Wnt es la expresion de Cox-2 y el aumento consistente de PGE, (Figura
20) (Araki y col., 2003; Nunez y col., 2011; Yefi y col., 2011). De ahi se deduce que
esta via de sefializacion, respondiendo al exceso de glucosa, podria ser responsable
de la expresion de Cox-2 y del establecimiento de un microambiente celular

inflamado.

TCFILE Cox-2

/L /
" (.-689-684.)

Nufiez y col, 2011

Figura 20. B-catenina se une al promotor de Cox-2. Modelo que representa el
mecanismo molecular por el que la sefializacién Wnt/8-catenina contribuye a la

expresion del gen de la Cox- 2 humano.

60




Se ha propuesto que IL-1B corresponde a una molécula pro-inflamatoria que cumple
un papel central en el proceso carcinogénico; incluso se ha sugerido que su
expresion se correlaciona con la progresion maligna y fenotipos mas agresivos en
distintos tipos celulares (Dinarello, 2010; Filippi y col., 2015; Li y col., 2012). Los
resultados obtenidos, en acuerdo con los de ofros autores, indican que IL-1B de
origen epitelial es capaz de estimular la expresion de factores claves en el proceso
inflamatorio como es Cox-2 (Li y col., 2012; Paquette y col., 2011), por lo que los
resultados darfan cuenta de una retroalimentacién positiva entre la produccién de
PGE: estromal y el estimulo de IL-1B epitelial lo que se veria favorecido por una

hiperglicemia.

Se evalug, ademas, la posibilidad que la generacién de un ambiente inflamatorio
tenga consecuencias en la obtencidn de capacidades migratorias en las células
epiteliales. Para ello, utilizando es sistema bicameral de Transwell®, se sometieron
ambas lineas celulares epiteliales a ensayos de migracion bajo el estimulo de las
células estromales. En sintesis, los resultados indican que el estimulo estromal que
favorece la migracion depende de la actividad de Cox-2 y de la unién de PGE; a la

célula epitelial migratoria.

El incremento de la motilidad celular se relaciona directamente con la adquisicion de
propiedades malignas y pérdida de propiedades epiteliales, como la polaridad apical
basal, las uniones célula-célula que caracteriza el proceso conocido como EMT. El
fenémeno EMT es un proceso activo en varias etapas de la embriogénesis durante el
desarrollo y en organismos adultos se ha asociado predominantemente a la

progresion tumoral y el fenomeno metastasico (Hay, 1995). Los resultados de
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migracién obtenidos a partir de los ensayos Transwell® permiten sugerir que la
accion que esta ejerciendo la PGE: estromal sobre el epitelio podiia deberse a

modificaciones a nivel transcripcional de factores involucrados en la EMT.

Al evaluar el efecto de PGE: sobre la expresién de Snail, factor transcripcional
caracteristico de la EMT y que reprime la expresion de E-cadherina, se pudo
confirmar un estimulo que es mas expresivo en la célula menos invasiva (MCF-7)
que, a su vez, expresa menores niveles basales de Snail. Este resultado, unido al
hecho que PGE: estimula en menor medida la expresion de Snail en células MDA-
MB231, podria ser explicado por el alto grado de diferenciacion mesenquimal que
tiene la célula MDA-MB231 y la expresion andmala previa de otros factores
transcripcionales que dirigen la EMT, tales como Slug, Twist, ZEB1 y ZEB2

(Voutsadakis, 2016).
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CONCLUSION

La relevancia de! presente estudio radica en Ia alta prevalencia de diabetes tipo 2 en
la poblacion y el hecho que esta patologia constituya un factor de riesgo del cancer

mamario.

En este trabajo se mostré que células estromales mamarias, cultivadas de manera
cronica en altas concentraciones de glucosa, adquieren propiedades inflamatorias y
oxidativas (fenotipo activado) caracterizadas por la elevada expresion de Cox-2 y una

respuesta exacerbada al desafio oxidativo del peréxide de hidrégeno.

En la bisqueda del mecanismo responsable de este fenomeno, se identificé que el
estroma “activado” por la hiperglicemia estimula la expresion de Cox-2 en presencia

de la citoquina pro-inflamatoria IL-1B de origen epitelial.

Por otro lado, Prostaglandina Ez, producto de la actividad Cox-2, favorece la
expresion de caracteristicas asociadas a malignidad, como un aumento en la

migracién celular y la sobre-expresién de IL-1B y Snail epiteliales.

De esta manera, los resultados permiten proponer un modelo de interaccién
bidireccional epitelio-estroma, resumido en la Figura 21, que estimula la expresion de
caracteristicas malignas en el epitelio que se favorece por una sobreoferta de

glucosa sostenida en el tiempo.
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Figura 21. Modelo de interaccion epitelio-estroma propuesto. Glucosa produce

una activacion de fibroblastos mamarios los que sobre-expresan Cox-2, produciendo

una mayor cantidad de PGEz. PGE: produce en las células tumorales un aumento de

la expresion de IL-1B y de su motilidad, favoreciendo caracteristicas malignas.
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