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INTRODUCCION

Cancer pulmonar

El céncer es una de las enfermedades con més incidencia en todo el mundo. La Agencia
Internacional para Investigacion en Cancer (IARC) ha estimado que en el afio 2002 hubieron
10.9 millones de casos nuevos de cancer y mas de 6 millones de muertes por cancer en todo
el mundo (Parkin, 2005)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), identifico cinco tipos de cancer que son los
responsables del mayor numero de fallecimientos. Siendo el principal el cancer pulmonar
con 1.69 millones de muertes, seguido del cancer hepatico con 788, 000 defunciones, el
cancer colorrectal con 774, 000 muertes, el cancer gastrico con 754, 000 defunciones y por

ultimo el cancer de mama con 571,000 muertes.

En México, el cancer pulmonar es la cuarta causa de muerte lo anterior se debe a que el 98%
de los casos se diagnostica en una etapa avanzada (CANIFARMA, 2016). Datos arrojados
por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (2018), menciona que los tumores
malignos de los &rganos respiratorios e intratoracicos son responsables de cinco
fallecimientos por cada 100, 000 varones en el rango de edad de 30 a 59 afios, durante el
periodo de 2011 a 2016, representando de esta forma, la segunda causa de muerte por cancer

para esta poblacion especifica.

El cancer de pulmén se divide en dos subtipos histoldgicos segun la morfologia de las células:
el cancer de pulmon de células pequefias (CPCP) y el cancer de pulmoén de células no
pequefias (CPCNP). De los dos, el CPCNP representa el 85% de la incidencia de cancer de
pulmén, y el CPCP representa el 15% adicional (Saintigny y Burger, 2012).

ElI CPCNP consiste en diversas variantes: adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas
y carcinoma de células grandes, entre otros. EI CPCP comprende entre otros el carcinoma de
pulmon neuroendocrino el cual es muy agresivo, tratado principalmente con quimioterapia 'y

ocasionalmente, radioterapia (Saintigny y Burger, 2012).



Carcinogénesis

La célula neoplasica exhibe una serie de mutaciones acumuladas, las cuales son responsables
de alteraciones en respuestas celulares como la proliferacion celular y la resistencia a la
apoptosis, dando como resultado un aumento de la masa tumoral (Nicolson, G. L., 1993).
Adicionalmente, estas alteraciones genéticas también promueven cambios en los patrones de
expresion de la célula neoplasica como la angiogénesis, que favorece el proceso de invasion
y metastasis (Colville-Nash & Willoughby, 1997). Ademas, las células cancerosas presentan
alteraciones metabolicas que les permiten tener una rapida proliferacion (Shaw, et al, 2006).
Por ejemplo, las células tumorales presentan un incremento en varias enzimas de la via
glucolitica, y en varios transportadores de glucosa. De forma preferencial, la glucosa captada
por la célula tumoral es utilizada en la via de la glucolisis, aun en condiciones aerobicas;

mientras que la fosforilacién oxidativa se encuentra disminuida.

La creacidn de nuevos vasos sanguineos puede producirse a través de dos mecanismos: la
vasculogénesis y la angiogénesis. La primera implica el desarrollo de nuevos vasos
sanguineos a partir de células progenitoras endodérmicas poco diferenciadas, que segun el
estimulo aplicado, se diferencian hacia progenitores hematopoyéticos o hacia el endodermo.
La angiogénesis se define como el proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos a partir
de los ya existentes. La angiogénesis es un proceso complejo que involucra células
endoteliales, factores paracrinos, receptores, quinasas transductoras de sefiales y matriz
extracelular, que, durante la hipoxia o la inflamacidn, secretan factores angiogénicos, factores
de crecimiento y citoquinas, que favorecen la formacién de nuevos vasos (Khosravi et al.,
2008).

Existen varias moléculas que estan involucradas en la regulacién de la angiogénesis, ya sea
promoviéndola o inhibiéndola. Dentro de los reguladores involucrados estan las efrinas
(Eph), endotelina (ET-1), 6xido nitrico sintasa (NOS), integrinas, VE-caderinas activadores
de plasmindgenos y la familia de quimiocinas (Damata C. X. et al, 2012).

Por otro lado, dado que, en la fase temprana de la carcinogénesis el crecimiento tumoral se
produce inicialmente en ausencia de formacién de nuevos vasos sanguineos, la proliferacion

celular no controlada aleja las células tumorales de los vasos sanguineos y, por lo tanto, del



suministro de oxigeno y nutrientes necesarios. La privacion de glucosa puede activar
oncogenes Yy estos pueden regular las proteinas implicadas en la glucolisis aerobia. A su vez,
las proteinas implicadas en el aumento de la glucolisis pueden hacer que las células tumorales

sean mas resistentes a la apoptosis (Annibaldi A. & Widmann C., 2010).

Alteraciones metabdlicas de las células tumorales: Glicélisis aerobia

Muchas células, desde microbios hasta linfocitos, han utilizado la glucélisis aerobica durante
la proliferacion, por lo que se piensa que puede desempefiar un papel fundamental en el apoyo
al crecimiento celular. Otto Warburg (1924) observo que las células cancerosas consumen
cantidades mucho mayores de glucosa que sus homdlogos normales y la metabolizan
predominantemente a través de la glucolisis, produciendo altos niveles de lactato incluso en
condiciones altas en oxigeno. Este fendmeno de la glucdlisis aerdbica (es decir, la conversion
de glucosa en lactato incluso en presencia de suficiente oxigeno) no es exclusivo de las

células cancerosas.

En estas células que se dividen rapidamente, la mayor parte de la glucosa se convierte en
lactato; muy poca cantidad se oxida a dioxido de carbono. Esta observacion llevé a Warburg
a sugerir que las células cancerosas surgen de un defecto en la respiracion mitocondrial que
las hace depender de una glucolisis mejorada (Fantin et al. 2006, Moreno-Sanchez et al.
2007, Zu 'y Guppy 2004). La glucdlisis aerébica se ha observado en una amplia variedad de
tumores que se originan a partir de diferentes tipos de células, pero la mayoria de las células
normales en tejidos adultos de los que surgen las células cancerosas generalmente no utilizan
la glucolisis aerdbica. Por lo tanto, las células cancerosas vuelven a un fenotipo metabolico
que es caracteristico de las células que se dividen rapidamente, lo que sugiere que la
glucdlisis aerdbica debe proporcionar ventajas durante la proliferacion (Vander Heiden et al.
2009).

Cabe mencionar que en condiciones elevadas de glucosa también se aumenta la proliferacion
de células cancerigenas ya que estas presentan un metabolismo alterado y tienden a captar
mas eficientemente la glucosa por lo cual, generalmente se aumenta la glucolisis (Duarte M.
J., 2016).



Quimiocinas

Las quimiocinas son citocinas que dirigen la migracion celular especifica. Se unen a
proteoglicanos y forman gradientes quimiotacticos en un proceso conocido como quimiotaxis
(Zlotnik, 2006).

En funcién de la posicion relativa de sus residuos de cisteina ubicados en la region N-
terminal, las quimiocinas se pueden dividir en cuatro subfamilias, CXC, CC, C y CX3C
(Mantovani A., 1999). Los grupos CC y CXC son grandes y las quimiocinas, asi como los
receptores asociados, muestran una mezcla de uniones. Por lo tanto, una sola quimiocina
puede unirse a multiples receptores, asi como un Unico receptor que puede unirse a multiples

quimiocinas (Zlotnik y Yoshie, 2012)

Las quimiocinas se pueden definir por sus caracteristicas funcionales en dos categorias:
homeostaticas e inflamatorias. Las quimiocinas inflamatorias son inducibles y se expresan
en condiciones de inflamacion. Estas son las quimiocinas responsables del reclutamiento de
leucocitos efectores para la infeccion, inflamacion, lesion tisular y tumores. (Moser et al.,
2004). Las quimiocinas homeostaticas se expresan de forma constitutiva y dirigen la
migracion por los leucocitos durante la hematopoyesis en la médula 6sea y el timo, durante
el inicio de respuestas inmunitarias adaptativas en el bazo, los ganglios linfaticos (LN) y la
vigilancia inmunitaria de tejidos periféricos sanos (Moser et al. , 2004).

Las quimiocinas tienen funciones importantes en cancer, por ejemplo, en la regulacién de la
metastasis puesto que la diseminacion del tumor puede facilitarse debido a sus receptores ya
que estos participan en las etapas fundamentales de la metastasis como la adherencia de las
celulas tumorales al endotelio, la extravasacion de los vasos sanguineos, la colonizacion
metastasica, la angiogénesis, la proliferacion celular y la proteccion de la respuesta del

huésped mediante la activacion de vias de supervivencia clave (Freyre-Bernal et al, 2018).

Valle (2014) expone que en condiciones elevadas de glucosa se aumenta la proliferacion de
células cancerigenas, ya que estas presentan un metabolismo energético alterado para cubrir

su alta demanda biogenética manteniendo asi un crecimiento rapido y descontrolado.



Fractalcina

Fractalcina, también conocida como CX3CL1, se clasifica como una quimiocina de doble
funcion (Zlotnik y Yoshie, 2012). Esta se diferencia de todas las otras quimiocinas porque se
expresa como una proteina transmembranal. La forma CX3CL1 anclada a la membrana
funciona como una molécula de adhesion que promueve la retencion de leucocitos a las

células endoteliales en condiciones de flujo fisioldgico (Fong et al, 1998).

La fractalcina se encuentra comiunmente en todo el cerebro, particularmente en las células
neuronales, se sabe que su receptor estd presente en las células microgliales y se ha
descubierto que es esencial para la migracion de estas células (Mayoral C., 2004). Ademas,
esta quimiocina también participa en el reclutamiento de leucocitos asociado con numerosos
trastornos inflamatorios y en el proceso de tumorogénesis en el que muestra propiedades pro
y antitumorales. Los diferentes roles de CX3CL1 lo convierten en un candidato atractivo

para el desarrollo de estrategias terapéuticas.

OBJETIVOS
Objetivo General

Evaluar el flujo glucolitico de células de cancer pulmonar (H292) con alta glucosa +/- la

quimiocina fractalcina; y su posible efecto en la resistencia a la muerte por apoptosis.

Objetivos Especificos

e Aprender la técnica de cultivo celular en células adherentes.

e Evaluacion de la estimulacion en cuatro diferentes condiciones de glucosa-
quimiocina.

e Recuperacion de los medios condicionados obtenidos de la estimulacion.

e Determinacion de piruvato y lactato en medios de cultivo condicionados: alta glucosa

+/- la quimiocina Fractalcina.



DESARROLLO EXPERIMENTAL

Linea celular empleada

La linea celular H292 se derivo de una metéstasis a los ganglios linfaticos de un carcinoma
mucoepidermoide pulmonar. Las células se aislaron en un medio quimicamente definido
(HITES) y luego se adaptaron al crecimiento en medios complementados con suero (Guides,
P.).

Cultivo celular

Para el mantenimiento de los cultivos de células H292, se us6 el medio de cultivo Dulbecco
Modified Eagles Minimal Essential Medium (DMEM) con rojo fenol No. de
catalogo31600034, suplementado con un 10% de suero fetal bovino (SFB) No. de catalogo
26140-079, Glutamina 4 mM (Concentracion del stock 200 mM), antibidtico antimicético
100X No. De catalogo 15240-062 y HEPES (buffer); ademas de ocupar Dulbecco Modified
Eagles Minimal Essential Medium (DMEM) sin rojo fenol suplementado No. De catalogo
11054020 con 6 mM de glucosa, para la recuperacion de medios condicionados.

El manejo de las lineas celulares se realiz6 en condiciones de esterilidad en campana de flujo
laminar VECO, modelo GVFL-B12. Las células se cultivaron en sus correspondientes
medios a 37°C en una incubadora de CO. Panasonic, modelo KM-CC17RU1, con una
atmosfera de 95% aire y 5% CO..

Siembra de células H292 en placa de 12 pozos

Las células adherentes se despegaron con una solucion de tripsina-EDTA (0.025% EDTA).
Para ello, las células se dejaron crecer hasta un 80%-90% de confluencia, se elimino el medio
de cultivo DMEM con rojo fenol y se lavaron con PBS 1X para eliminar los restos del suero
del medio que pueden inhibir la accion de la tripsina. A continuacion, se afiadié una solucién
de tripsina-EDTA en un volumen suficiente como para cubrir la superficie de la placa y se
incubaron durante 5 minutos en la incubadora. Tras la incubacion, se adicion6 un volumen
1:1 de solucion inactivadora de tripsina (con suero fetal bovino 8%) para inhibir la accién de
ésta. La suspension de células obtenida se centrifugd durante 5 minutos a 150 g (900 RPM).
Posteriormente, el boton celular se resuspendio con medio de cultivo DMEM sin suplemento
con rojo fenol y se volvio a centrifugar por 5 minutos a 150 g (900 RPM). Finalmente, el



botdn celular se resuspendié y se le agregé medio de cultivo DMEM suplementado sin rojo

fenol.

Se prosiguio a realizar el conteo celular en la cAmara Neubauer con la suspension celular en
un volumen 1:1 con azul de tripano. Las células muertas se observaban con un color azul
oscuro. El calculo del nimero de celulas totales por ml de suspension se realizé de la
siguiente manera: (# cel. totales) (factor de dilucion) (10,000 unidades) (mL totales de

suspension celular).

Para la siembra en placa de 12 pozos, se sembraron 150,000 células en cada pozo afiadiendo
medio de cultivo DMEM suplementado sin rojo fenol he incubandose a 37°C con una

atmosfera de 95% aire y 5% COz durante 24 horas.

Estimulacion de células H292 con quimiocina Fractalcina

Diluciones

Se prepard una solucidn stock 5.5 mM de glucosa a partir de una solucion 1 My se utilizé
un filtro de membrana (0.22 um) para esterilizar la solucion. Asimismo, se realiz6 un ajuste
de medios en los que se obtuvieron tres soluciones de glucosa diferentes: 6 mM, 8.5 mM y
11 mM. Se hicieron tres series de tubos Eppendorf para obtener disoluciones
correspondientes a 0 ng/mL, 1 ng/mL, 10 ng/mL y 100 ng/mL de glucosa-quimiocina de las

cuales se utilizaron, para cada serie, las soluciones de glucosa anteriormente mencionadas.

Condiciones de estimulacion

Se observé la placa de cultivo en el microscopio para descartar cualquier contaminacion. Se
absorbio el medio de cultivo y se afiadié PBS 1X para su lavado. Se agreg6 cada disolucion
de glucosa-quimiocina en orden ascendente de las concentraciones (Figura 1). La placa se

dejo incubar a 37°C con una atmdsfera de 95% aire y 5% CO> durante 24 horas exactas.
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Figura 1. Esquema de disoluciones glucosa-quimiocina

Recuperacion de medios condicionados

Transcurridas las 24 horas, se hizo la recuperacion de medios en tubos Eppendorf etiquetados
en dos series: etiqueta rapida (mM glucosa, quimiocina, concentracion de glucosa-
quimiocina y numero de tubo) y etiqueta detallada (fecha de inicio de experimento, medio
condicionado (MD), mM de glucosa, quimiocina, concentracion de glucosa-quimiocina y
numero de tubo). Se tomo cada medio de la placa y se colocaron en los tubos Eppendorf de
etiqueta rapida, se centrifugaron a 900 g (3500 RPM) durante 10 minutos y seguidamente se
traspasé el medio a los tubos de etiqueta detallada los cuales se llevaron a refrigeracion de -
70°C.

Ensayo de piruvato

Para el ensayo de piruvato se utilizé el kit Pyruvate Assays SIGMA-Aldrich, No. de catalogo:
MAKO71; en el que se ocuparon filtros Amicon® Ultra-0.5, no. de catalogo UFC5010, de
10kDa de corte de peso molecular para desproteinizar las muestras.

El kit de ensayo proporciona un procedimiento simple y directo para medir la actividad de la
enzima piruvato cinasa en una variedad de muestras bioldgicas. La concentracion de piruvato
se determind mediante un ensayo enzimatico acoplado, que da como resultado un producto
colorimétrico (570 nm)/fluorométrico (Aex = 535 / Aem = 587 nm), proporcional al piruvato
presente. Una unidad de piruvato cinasa es la cantidad de enzima que transferird un grupo

fosfato de PEP a ADP para generar 1.0 umol de piruvato por minuto a 25° C.



Filtracion

Se insertd el dispositivo Amicon Ultra-0.5 en uno de los tubos de la microcentrifuga, se
agregd 500 pL de cada una de las muestras de medios condicionados recuperados al
dispositivo del filtro y se cubrié. El dispositivo se colocd en el rotor de la centrifuga,
alineando la correa de la tapa hacia el centro de este. Se centrifugo a 14,000 G a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Finalizada la centrifugacion, se retir6 el filtro del tubo donde
se utilizd 50 pL para la determinacién de piruvato, 50 uL para la determinacion de lactato y

la muestra sobrante se almaceno a -80°C.

Determinacion de piruvato

Curva Estandar

Se diluyo 10uL de la solucion Pyruvate Standar (100 nmoles/mL) con 990 uL de la solucién
Pyruvate Assays Buffer para la preparacion de la solucion estandar (1 nmol/mL). Se agregd
0,2,4,6,8y 10 uL de la solucion estandar (1 nmol/mL) en la placa de 96 pozos, generando
un blanco y concentraciones de 2, 4, 6, 8 y 10 nmoles/pozo. Finalmente, se afiadio6 la solucion

Pyruvate Assay Buffer a cada pozo para obtener un volumen de 50 pL.

Ensayo de Reaccion

Primero se prepard el mix de reaccién que marca la hoja técnica del kit Pyruvate Assay.
Posteriormente se agreg6 50 uL de este mix a cada uno de los pozos que contiene la muestra
y se mezclo6 con ayuda de un agitador. La placa se mantuvo en incubacién durante 30 minutos

protegiéndola de la luz.



Protocolo de placa

En la Figura 2 se muestra el protocolo de placa de 96 pozos que se realizd para la prueba de
piruvato. Se elaboraron un total de 72 muestras donde se utilizaron 36 filtros para la
quimiocina SDF-1 y los filtros restantes fueron utilizados para las muestras piloto de las

condiciones 15 mM y 30 mM de Fractalcina.

1 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Quimiocinas:
— o SDF-1
o FK
| D“”
ww S |
WF00@000@®0@ -

Exp1 Exp 2 Exp 3 Exp 1 Exp 2 Exp 3

Figura 2. Plan de placa de 96 pozos para prueba de piruvato

RESULTADOS

Se llevo a cabo la determinacién de piruvato en células cultivadas con diferentes
concentraciones de glucosa (6 mM, 8.5 mM y 11 mM) y quimiocina (1 ng/mL, 10 ng/mL,
100 ng/mL).

Curva estandar de piruvato

Para evaluar la concentracion de piruvato, se realizd una curva estandar mediante un ensayo
enzimatico acoplado donde los resultados obtenidos arrojaron un coeficiente de correlacion
de 0.99 (Gréfico 1).
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Grafico 1. Curva estandar de piruvato (densidad dptica vs concentracién de piruvato)

Para el céalculo de concentracion de piruvato se corrieron las pruebas piloto de las células con
la quimiocina Fractalcina las cuales se trabajaron en concentraciones de glucosa 15 mMy 30

mM. Los resultados obtenidos se muestran en el Gréfico 2.
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Gréfico 2. Veces de cambio a diferentes concentraciones de quimiocina Fractalcina con diferentes
condiciones de glucosa
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Como se menciono antes, el trabajo con la quimiocina Fractalcina no pudo completarse como
se planteaba debido a que no se contaba con el material suficiente, sin embargo, se colaboro
con un proyecto similar con el uso de la quimiocina SDF-1 donde se trabajaron las mismas
condiciones de concentracion de quimiocina (1, 10 y 100 ng/mL), siendo la variante las
concentraciones de glucosa las cuales se manejaron de 6, 8.5 y 11 mM obteniendo los

siguientes resultados.
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Gréfico 3. Veces de cambio de las diferentes concentraciones de quimiocina SDF-1 con
base a la concentracion de piruvato en condiciones 6 mM de glucosa.
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Gréfico 4. Veces de cambio de las diferentes concentraciones de quimiocina SDF-1 con
base a la concentracion de piruvato en condiciones 8.5 mM de glucosa.
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Gréfico5. Veces de cambio de las diferentes concentraciones de quimiocina SDF-1 con
base a la concentracion de piruvato en condiciones 11 mM de glucosa.

DISCUSION

Segun lo reportado por Regifo (2007), las células cancerigenas poseen la capacidad para
metabolizar la glucosa de piruvato a lactato a velocidades mayores que la célula normal
ademas de que en cultivos de alta glucosa su proliferacién y sobrevivencia aumenta, sin
embargo, al compararlo con los resultados obtenidos se muestra que la concentracion de
piruvato no aumentd al cultivar las células en alta glucosa. En las Gréficas 3 y 4 de las
condiciones 6 mM y 8.5 mM de glucosa, las concentraciones de quimiocina SDF-1 (1, 10y
100 ng/mL) no representaron un cambio significativo respecto a las veces de cambio del
basal (0 ng/mL) puesto que la concentracion de piruvato no aumento en ninguno de los
experimentos. Por otro lado, con la condicion 11 mM de glucosa (Grafico 5) se muestra un
aumento de cada concentracion de quimiocina SDF-1 respecto al basal en cada uno de los
tres experimentos. Monteagudo et al. (2011) mencionan que en los Gltimos afios se ha podido
demostrar que las quimiocinas y sus receptores (CXCL12, CXCR4 y CCL21-CCR7) han
desempefiado un papel esencial en la capacidad de proliferacion celular y/o invasion y

diseminacion de células cancerigenas.

Sabemos que las células normales utilizan el oxigeno para la produccién de ATP por
fosforilacion oxidativa pero cuando esta disponibilidad de oxigeno se ve limitada y el
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metabolismo oxidativo disminuye, el piruvato es reducido a lactato volviéndose un punto
critico en el metabolismo de las células cancerigenas (Marin, 2009). De acuerdo con lo
anterior, no podriamos determinar el flujo glucolitico de las células H292 cultivadas en alta
glucosa con las quimiocinas empleadas puesto que, con los resultados obtenidos de piruvato,
necesitariamos evaluar también la concentracion de lactato presente en estos cultivos para

determinar de manera més clara y precisa los resultados arrojados.

CONCLUSIONES

+“+ No se logro realizar el experimento con la quimiocina Fractalcina, sin embargo, se
deja abierta la posibilidad de trabajar con este estudio.

% Con el ensayo realizado (piruvato) no se pudo evaluar el flujo glucolitico de las
celulas de cancer pulmonar H292 cultivadas con alta glucosa +/- las quimiocinas
Fractalcina y SDF-1 por lo que se recomienda llevar a cabo el ensayo de lactato al
mismo tiempo ya que se podrian encontrar diferencias significativas entre las
diferentes muestras.

% Se logro aprender la técnica de cultivo celular y el estimulo de estas células en
diferentes condiciones de glucosa.

¢+ Se determino la concentracion de piruvato en los medios condicionados.

Comentarios finales

Durante la realizacion del servicio social, se logré aprender la técnica de cultivo celular,
disefiar experimentos y realizar determinaciones de metabolitos celulares por la técnica de
colorimetria. Por lo cual, creemos que la funcion principal de un trabajo de servicio social se
cumpli6 satisfactoriamente, ya que el estudiante complementd su formacion escolar con
técnicas que no manejaba, colabor6 en el avance de una investigacion, desarroll6 un tema de

investigacion y elabor6 un reporte final de resultados.
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RESUMEN

El cancer es una de las enfermedades con més incidencia en todo el mundo. En México, el
cancer pulmonar es la cuarta causa de muerte lo anterior se debe a que el 98% de los casos
se diagnostica en una etapa avanzada (CANIFARMA, 2016).

El cancer de pulmon se divide en dos subtipos histolégicos segin la morfologia de las células:
el cancer de pulmon de células pequefias (CPCP) y el cancer de pulmon de células no
pequefias (CPCNP). EI CPCNP consiste en diversas variantes: adenocarcinoma, carcinoma
de células escamosas y carcinoma de células grandes, entre otros. EI CPCP comprende entre
otros el carcinoma de pulmon neuroendocrino el cual es muy agresivo, tratado principalmente

con quimioterapia y ocasionalmente, radioterapia (Saintigny y Burger, 2012).

La célula neoplasica exhibe una serie de mutaciones acumuladas, las cuales son responsables
de alteraciones en respuestas celulares como la proliferaciéon celular y la resistencia a la
apoptosis, dando como resultado un aumento de la masa tumoral (Nicolson, G. L., 1993).
Adicionalmente, estas alteraciones genéticas también promueven cambios en los patrones de
expresion de la célula neoplasica como la angiogénesis, que favorece el proceso de invasion
y metéstasis (Colville-Nash & Willoughby, 1997). Ademas, las células cancerosas presentan

alteraciones metabdlicas que les permiten tener una rapida proliferacién (Shaw, et al, 2006).

Las quimiocinas tienen funciones importantes en cancer, por ejemplo, en la regulacién de la
metastasis puesto que la diseminacion del tumor puede facilitarse debido a sus receptores ya
que estos participan en las etapas fundamentales de la metastasis como la adherencia de las
celulas tumorales al endotelio, la extravasacion de los vasos sanguineos, la colonizacion
metastasica, la angiogénesis, la proliferacion celular y la proteccion de la respuesta del

huésped mediante la activacion de vias de supervivencia clave (Freyre-Bernal et al, 2018).

Fractalcina, también conocida como CXsCL1, se clasifica como una quimiocina de doble
funcion (Zlotnik y Yoshie, 2012). Esta se diferencia de todas las otras quimiocinas porque se
expresa como una proteina transmembranal. Se encuentra comdnmente en todo el cerebro,
particularmente en las células neuronales, se sabe que su receptor esta presente en las células

microgliales y se ha descubierto que es esencial para la migracion de estas celulas (Mayoral
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C., 2004). Ademas, esta quimiocina también participa en el reclutamiento de leucocitos
asociado con numerosos trastornos inflamatorios y en el proceso de tumorogeénesis en el que
muestra propiedades pro y antitumorales. Los diferentes roles de CX3CL1 lo convierten en

un candidato atractivo para el desarrollo de estrategias terapéuticas.

El objetivo del trabajo fue evaluar el flujo glucolitico de células de cancer pulmonar (H292)
con alta glucosa +/- la quimiocina fractalcina; y su posible efecto en la resistencia a la muerte
por apoptosis. Sin embargo, el trabajo con la quimiocina Fractalcina no pudo completarse
como se planteaba debido a que no se contaba con el material suficiente, por lo que se
colabor6 con un proyecto similar con el uso de la quimiocina SDF-1 donde se trabajaron las
mismas condiciones de concentracién de quimiocina (1, 10 y 100 ng/mL), siendo la variante

las concentraciones de glucosa las cuales se manejaron de 6, 8.5y 11 mM.

Se observo que en las condiciones 6 mM y 8.5 mM de glucosa, las concentraciones de
quimiocina SDF-1 (1, 10 y 100 ng/mL) no representaron un cambio significativo respecto a
las veces de cambio del basal (0 ng/mL) puesto que la concentracion de piruvato no aumento
en ninguno de los experimentos. Por otro lado, con la condicion 11 mM de glucosa mostr6
un aumento de cada concentracion de quimiocina SDF-1 respecto al basal en cada uno de los

tres experimentos.

Sabemos que las células normales utilizan el oxigeno para la produccion de ATP por
fosforilacion oxidativa pero cuando esta disponibilidad de oxigeno se ve limitada y el
metabolismo oxidativo disminuye, el piruvato es reducido a lactato volviéndose un punto
critico en el metabolismo de las células cancerigenas (Marin, 2009). De acuerdo con lo
anterior, no se pudo determinar el flujo glucolitico de las células H292 cultivadas en alta
glucosa con las quimiocinas empleadas puesto que, con los resultados obtenidos de piruvato,
se necesita evaluar también la concentracion de lactato presente en estos cultivos para

determinar de manera mas clara y precisa los resultados arrojados.

18



