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Resumen:

El cancer es una patologia que se caracteriza por la diseminacion, proliferacion y crecimiento
incontrolado de células. Actualmente en México el cancer causa anualmente el 13.5% de las
defunciones registrandose aproximadamente 130,000 casos nuevos de céancer al afio. El
cancer de pancreas ocupa el primer lugar en la categoria de cancer de 6rganos digestivos con
32 muertes por cada 100,000 habitantes. Este tipo de céncer tiene la tasa mas baja de
supervivencia asociado con su dificil diagnostico debido a que comparte la sintomatologia
con otras patologias; dentro de los sintomas mas frecuentes se puede describir: dolor
abdominal, pérdida de peso inexplicable, falta de apetito, dolor en hemi-cinturén, ictericia e
indigestion. Los factores de riesgo que desencadenan esta patologia son: edad mayor a 60
afios, sobrepeso, pancreatitis, tabaquismo, diabetes y antecedentes familiares de cancer.
Existen diversos tratamientos contra el cancer de pancreas, entre ellos: quimioterapia,
reseccion quirdrgica y radioterapia. La radioterapia ha coadyuvado a la muerte de células
cancerigenas por medio de la aplicacion de radiacion ionizante. El is6topo mas utilizado es
el Cobalto-60 (5°C0), el cual emite radiacion de tipo gamma, que es un tipo de radiacion
electromagnética que puede lesionar y producir la muerte de las células en las que incide. Se
ha observado una estrecha relacion entre la hiperglucemia asociada a diabetes mellitus y el
cancer de pancreas siendo la hiperglucemia una condicion que se presenta con frecuencia en
el microambiente del tumor. A la fecha no existen estudios que intenten relacionar la
presencia de un microambiente hiperglucémico con la respuesta a la terapia con radiacion.
El objetivo de este estudio fue analizar la respuesta de las células de cancer de pancreas
tratadas con altas concentraciones de glucosa a la radiacion emitida por una fuente de %°Co.
Para ello, se utilizo la linea celular AR42J correspondiente a cancer de pancreas. Se
establecieron dos grupos experimentales, uno de células expuestas a un ambiente normo-
glucémico y el segundo de células tratadas en un ambiente hiperglucémico, ambos, se
irradiaron a dosis de 2, 4, 6, 8 y 10 Grays (Gy) y posterior a la irradiacion, se midieron
parametros biologicos como: muerte celular radio-inducida, apoptosis, dafio al ADN,
activacion de la maquinaria de reparacion de dafio al ADN, capacidad clonogénica,
sobrevivencia y radio-resistencia. La exposicion de las células AR42]J a altas concentraciones
de glucosa previo (48h) a la irradiacién, modifico significativamente las respuestas

radiobioldgicas.



El ambiente hiperglucémico favorecioé la muerte celular inducida por radiacion activando
rapidamente y desde dosis de radiacion bajas (>2Gy) las vias apoptoticas aumentando
significativamente el dafio al ADN. Adicional a esto, el ambiente hiperglucémico modificd
la cinética de activacion de la maquinaria de reparacion (fosforilacion de H2AX) anulando
la reparacion de los dafios al ADN. Los eventos bioquimicos desencadenados por la
exposicion previa al ambiente hiperglucémico condicionan a la célula y afectan la tasa de
sobrevivencia reduciendo notablemente su capacidad clonogénica. El analisis de las curvas
de sobrevida, de las células AR42J expuestas a hiperglucemia, confirmé que el tratamiento
con altas concentracion de glucosa anula los mecanismos de reparacion (no se observa el

hombro de la curva) disminuyendo significativamente la radio-resistencia de estas células.



Summary:

Cancer is a pathology characterized by the spread, proliferation, and uncontrolled growth of
cells. Currently in Mexico, cancer causes 13.5% of deaths annually; approximately 130,000
new cases of cancer are registered each year. Pancreatic cancer is the most common of those
in the category of cancer of the digestive organs with 32 deaths per 100,000 inhabitants. This
type of cancer has the lowest survival rate because its diagnose is difficult due to the
symptoms it shares with other pathologies; among the most frequent symptoms we can
describe are: abdominal pain, unexplained loss of weight, lack of appetite, pain in the hemi-
belt, jaundice and indigestion. Se ha observado una estrecha relacion entre la hiperglucemia
asociada a diabetes mellitus y el cancer de pancreas siendo la hiperglucemia una condicion
que se presenta con frecuencia en el microambiente del tumor. A la fecha no existen estudios
que intenten relacionar la presencia de un microambiente hiperglucémico con la respuesta a
la terapia con radiacion. The risk factors that trigger this pathology are age over 60 years,
overweight, pancreatitis, smoking, diabetes, and family history of cancer. There are several
treatments against pancreatic cancer, including: chemotherapy, surgical resection, and
radiotherapy. Radiation therapies have contributed to the death of cancer cells through the
application of ionizing radiation. The most widely used isotope is Cobalt-60 (5°Co), which
emits gamma-type radiation, a type of electromagnetic radiation that can damage and produce
cells death. It has been observed a strong correlation between hyperglycemia due to diabetes
mellitus and pancreatic cancer. Hyperglycemia is a commonly presented condition of the
tumor microenvironment and actually there are not reports that correlates the presence of an
hyperglycemic microenvironment with radiotherapy efficiency. The aim of the present study
was to analyze the response of pancreatic cancer cells, treated with a high concentration of
glucose, to the radiation emitted by a source of ®°Co. For this project, AR42J cell line
corresponding to pancreatic cancer was used. Two experimental groups were stablished, one
of cells exposed to normoglycemic conditions and the second one of cells cultured in a
hyperglycemic condition. Both groups were irradiated to a final absorbed radiation dose of
2, 4, 6, 8 and 10 Grays (Gy) then biological parameters such as cell death, apoptosis, DNA
damage, activation of DNA repairing machinery, clonal capacity, survival and

radioresistance were evaluated.



Exposition of AR42] cells to high glucose concentrations 48 h prior irradiation, significantly
affect cell response. Hyperglycemic microenvironment favors radiation induced cell death
that is quickly activated by low radiation doses (<2Gy) apoptosis though increasing DNA
damage. Moreover, hyperglycemic microenvironment alters Kinetic activation of repairing
machinery (H2AX phosphorylation) avoiding DNA strand breaks repair. Biochemical events
triggered by previous exposition of cells to high concentrations of glucose, condition cells
and affect survival rate reducing clonal cell capacity. Analysis of cell survival curves,
confirms that hyperglycemia avoid cell repairing and significantly reduces cell

radioresistance.



1. Antecedentes:

1.1. Céncer

1.1.1. Generalidades del cancer
El cancer es una patologia que se caracteriza por el crecimiento y diseminacién descontrolado
de células en un tejido, esta patologia puede llegar a generar neoplasias o tumores malignos
y su etiologia es multifactorial. Se distingue por una generacion rapida de células anormales,
las cuales crecen de una manera desorganizada mas alla de sus limites, estas células
anormales pueden invadir zonas y generar mayor descontrol del crecimiento y diseminacion
a 6rganos o tejidos que se encuentran contiguos, a este proceso se le denomina metastasis®.
Actualmente se conocen mas de 100 tipos de cancer, la mayoria son denominados por el

drgano o el tejido donde se propaga en un inicio?.

1.1.2. Epidemiologia del Cancer a nivel mundial

Las ultimas valoraciones realizadas por la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer
(IARC, por sus siglas en inglés)® definieron que en el afio 2012 més de 14 millones de casos
nuevos de cancer fueron diagnosticados y mas de 8 millones de personas murieron por esta
causa. Algunas otras estimaciones dictaminan que puede llegar a convertirse en la primera
causa de muerte en algunos afios, asi mismo, esta patologia podria convertirse en un
obstaculo para aumentar la esperanza de vida en todos los paises del mundo en el siglo XXI%.
Segun estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2015, el cancer
se establecio como la primera y segunda causa de muerte antes de los 70 afios en 91 de los

172 paises analizados, ocupando el tercer o cuarto lugar en otros 22 paises analizados.
1.1.3. Epidemiologia del cancer en México

En los Ultimos afios, el cancer ha incrementado su incidencia en todo el mundo, en México
durante el afio 2013 esta patologia representd la tercera causa de muerte®. El cancer de
pancreas es la principal causa de defunciones asociadas a tumores malignos en los érganos
del aparato digestivo, seguida por aquellos asociados con los érganos del aparato reproductor,

seguido de los del aparato respiratorio e intratoracicos y el de mama®.



1.1.4. Tratamientos del cancer

Los tratamientos que recibe un paciente dependeran del tipo de cancer y del estadio en el que

se encuentre’:

- Cirugia: su principal objetivo es la extirpacion del tumor, reducir el volumen del
mismo o aliviar los sintomas propios de la patologia.

- Radioterapia: el fundamento de este tratamiento es entregar altas dosis de radiacion
al tumor y asi evitar recidivas, con este tratamiento se espera detener y retardar tanto
el crecimiento como la diseminacion de las células.

- Quimioterapia: hace uso de medicamentos para combatir la proliferacion de las
células tumorales.

- Terapias dirigidas: en este tratamiento se usan sustancias que pretenden bloquear el
crecimiento y la propagacion de las celulas de cancer mediante moléculas con

reconocimiento especifico también llamadas blancos moleculares.
1.1.5. Cancer de pancreas

El cancer de pancreas (CP) es considerado uno de los tipos de cancer mas fulminante, suele
diagnosticarse en fases tardias de su evolucidn, regularmente menos del 20% de los pacientes
son candidatos a una reseccion tumoral curativa®. La edad avanzada es uno de los factores de
riesgo mas importantes, pues el 80% de los casos comienza entre los 60—80 afios, raramente
aparece antes de los 40 afios®. El principal factor para el desarrollo de CP es la predisposicion
genética. Se calcula que arriba del 10% de los pacientes diagnosticados con CP tiene algin
familiar en primer o segundo grado con esta enfermedad®. Uno de los principales factores
de riesgo medioambiental para el desarrollo de CP es el consumo de tabaco, pues se estima
que éste causa hasta el 25% de los tumores de pancreas'!. Algunos estudios mencionan que
la diabetes mellitus estd fuertemente asociada al CP y se ha observado que podria estar

asociado con la alta recurrencia de éste’?.



1.2 Parametros bioldgicos
1.2.1 Generalidades del ciclo celular

Un objetivo primordial de las células es su duplicacion o division, ya que por este medio
transmiten la informacion contenida en su material genético (ADN). La forma como heredan
la informacion genética generacion tras generacion es mediante el ciclo celular'®**4, Dentro
del ciclo celular (Fig. 1) existen mecanismos que coordinan la duplicacion del ADN y que
regulan la division celular, esto con el fin de generar células nuevas durante el desarrollo

embrionario o para la reparacion de 6rganos dafados®®.

La célula doblega de tamaiio En este paso duplica
e incrementa la cantidad de el ADN vy proteinas
organelas, enzimas y de g = que estan asociadas:

otras moléculas. Coce GG I hasta este punto ya se

= ¢ generaron dos copias
de la informacion
genética.

87

O¢y,

ln"SIZS'

Se preparan los Los componentes para la

dos juegos de division, principalmente las
cromosomas estructuras, se acomodan; los
cromosomas se condensan.
Figura 1. Fases del ciclo celular. Fuente: modificado de https://www.researchgate.net/publication/319478487

Como ya se menciond, el ciclo celular es el proceso de una célula mediante el cual crece y
se divide para originar una copia de si misma, dentro de este proceso la célula crece y madura
para reemplazar a las células desgastadas o muertas. Comunmente, una célula normal
completa un ciclo celular desde el inicio al final en 24 horas, sin embargo, existen
excepciones, por ejemplo, las células de la piel e incluso las células de cancer que estan en
constante replicacion ademas de que completan el ciclo celular en poco tiempo, generando
clonas con mayor rapidez. Existen otras condiciones fisioldgicas en las que las células no
entran al ciclo celular para proliferar. Elciclo celular conlleva una secuencia de eventos cuya

finalidad es estimular a las células para crecer y dividirse.
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Este proceso inicia cuando las células estan en reposo, a este primer paso se le conoce como
fase GO, en esta fase las células tienen que ser estimuladas por factores de crecimiento que
son desarrollados conforme a las necesidades fisioldgicas para inducir la entrada en el ciclo
celular. La fase G1 es el primer periodo de crecimiento, durante el cual la célula crece
fisicamente, copia organelos y desarrolla los principales componentes moleculares que le
seran de utilidad en etapas posteriores del proceso. En la siguiente fase, que es conocida como
fase S, la célula prepara la sintesis del ADN, realizando una copia exacta del material
genético. La fase final G2 es la etapa en que la célula crece méas, conforma organelos y
produce proteinas para prepararse para la division durante la fase de division celular mejor
conocida como mitosis o fase M6,

Asi mismo el ciclo celular cuenta con puntos de control que aseguran que las células en
condiciones desfavorables no se dividan. Los puntos de control dentro del ciclo celular
incluyen las fases de transicion G1-S, G2-My la transicion de metafase a anafase. Es durante
el punto de control en G1 que la célula elige si entrar a division o no, si la célula no recibe
sefales de division, se queda latente en una fase GO. Cuando la célula ingresa a la fase S, la
division es irreversible; sin embargo, en este punto se verifica el tamafio de la célula, los
nutrientes, los factores de crecimiento y si existe algun dafio en el ADN. Mientras que en la
transicion de la fase G2 a M la célula evalua el dafio en el ADN vy si éste fue replicado
correctamente. Cuando la célula detecta algin dafio o falla de replicacion se activan
mecanismos que buscan solucionar el problema, en algunas ocasiones el dafio es irreparable
y como consecuencia la célula entra en apoptosis para evitar que el dafio se herede a las
células hijas, sin embargo, durante la carcinogénesis este paso es evadido por los mecanismos
propios de la célula tumoral de modo que célula mutada continua su divisién heredando las
mutaciones (dafios en el ADN) a las células hijas; es por ello que la transicion de la fase G2
a la fase M es primordial en la carcinogénesis y progresion del cancer. El punto de control
de la transicion de metafase a anafase cominmente conocido como punto de control del huso
analiza si todas las cromatidas estan correctamente unidas a los microtubulos del huso
evitando asi poliploidias. Todos estos procesos estan controlados por vias de sefializacion
internas que frecuentemente estan alteradas en las células de cancer promoviendo el

crecimiento descontrolado de células dafiadas'®-%°.
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1.2.2 Muerte celular

Un organismo pluricelular estd conformado por una comunidad muy organizada de células,
la velocidad y el nimero de células que conforman un organismo estd perfectamente
regulada, por mecanismos que controlan la velocidad de la division celular y otros la muerte
de las células (apoptosis, 0 mejor conocida como muerte celular programada). Esta muerte
celular programada elimina a las células que ya no son necesarias mediante la activacion del
mecanismo de muerte celular fisiologica. Cuando una estructura anatémica deja de ser
necesaria también se activan los mecanismos de muerte celular. La muerte celular es uno de
los procesos mas importantes para mantener el equilibrio organico, existen episodios donde
las células mueren como consecuencia de una lesion aguda, que generalmente es patolégica,
en estos casos su mecanismo principal es el aumento de volumen para asi explotar, durante
este proceso, su contenido celular se derrama sobre las celulas circundantes, a este proceso

de muerte celular se le conoce cominmente como necrosis?..
1.2.3 Metabolismo celular

Las células tumorales realizan una reprogramacion en su metabolismo energético con la
finalidad de cubrir las altas demandas de energia, asi las células mantienen un crecimiento
rapido y descontrolado. Regularmente, las células consideradas normales hacen uso de la
fosforilacion oxidativa para obtener energia y asi poder realizar sus procesos celulares; sin
embargo, en las células tumorales se presentan muchos cambios metabdlicos de manera que
cambia el manejo de los nutrientes favoreciéndose el consumo de glucosa a través de la
glucolisis anaerobia, mediante un proceso conocido como efecto Warburg?*2%. Cuando se
incrementa la glucolisis anaerobia, la célula adquiere la capacidad de incrementar sus
caracteristicas de proliferacion, al generar recursos energéticos suficientes (ATP y otros
intermediarios como el &cido lactico). En las células normales, el metabolismo esta regulado
por los sistemas de control que previenen la diseminacion descontrolada?*, pero en las células
tumorales existen mecanismos que ayudan a sobrepasar los puntos de control y asi generar
mutaciones genéticas heredables. Las mutaciones genéticas pueden estar latentes durante
mucho tiempo y uno de sus objetivos es alterar el funcionamiento de algunas vias de

sefializacidn encargadas de regular la reprogramacion del metabolismo.
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Las modificaciones que se generan de este proceso aumentan la utilizacién de los nutrientes
y del metabolismo para mantener el requerimiento energético necesario para la supervivencia
y la proliferacion celular?®-2%, EI metabolismo de la glucosa juega un papel fundamental en
las células tumorales, puesto que se encuentra vinculado con el centro de control del
crecimiento, activando y silenciando genes pro-tumorales, los cuales fomentan la

proliferacion celular descontrolada?’-2,

1.3 Lineas celulares

1.3.1 Generalidades del cultivo celular

El origen del cultivo de células o cultivo tisular in vitro comenzo en el siglo XIX, como una
alternativa para analizar con mayor facilidad el desarrollo de las células estando exentas de
los mecanismos naturales que se presentan dentro del organismo. En un inicio se comenzo
utilizando fragmentos de tejidos los cuales contenian diferentes tipos de células y habia
restricciones en el crecimiento que no permitian simular una situacion con mayor naturalidad.
Subsecuente a esto, se comenzaron a realizar cultivos con fragmentos de tejidos disgregados,
los cuales presentaban un crecimiento adecuado, gracias a que las células se encontraban
dispersas. Afos mas tarde, se logré el cultivo de células durante largos periodos en
condiciones asépticas, siempre que se asegurara la disponibilidad de nutrientes propios para
cada tipo de celula®®.

A los cultivos celulares se les clasifica de acuerdo con sus caracteristicas:

1.- De adherencia o no adherencia a la superficie de cultivo (en monocapa o suspension).

a) Cultivos en monocapa: en este tipo de cultivo las células tienen la capacidad de adherirse
a la superficie del cultivo, cuando se establece un contacto entre si, se inhibe la multiplicacion
celular entrando en una etapa de quiescencia. Las células mas favorecidas por esta condicion
son las provenientes de cultivos primarios, debido a su mecanismo de estabilidad de genes y
su naturalidad diploide. Los contenedores mas recomendados para realizar el cultivo de este
tipo de células son las cajas de Petri y los frascos para los cultivos de tejidos (Roux), estos
contenedores pueden ser de plastico o de cristal los cuales deben de ser previamente tratados
para favorecer la adhesion de las células y esterilizados para evitar el crecimiento indeseado

de microrganismos contaminantes.
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Para la obtencion de muestras celulares de este tipo de cultivos, las células deben ser
desprendidas de las superficies mediante agentes proteoliticos como la tripsina.

b) Cultivos en suspension: en este tipo de cultivos las células tienen la capacidad de
desarrollar un crecimiento y division sin necesidad de permanecer adheridas a una superficie.
De modo que las células pueden realizar estos procesos flotando en el medio de cultivo.

2. Origen de las células:

a) Cultivos primarios: son cultivos que derivan de células que han sido obtenidas de 6rganos
fetales, usualmente recién sacrificados. Las caracteristicas distintivas de las lineas celulares
incluyen: la posibilidad de conservar la morfologia original de las células del 6rgano del que
fueron obtenidas conserva su namero cromosémico diploide (2n), su crecimiento in vitro es
limitado ya que se inhibe por el contacto con otras células. Al ser fisiologica y
morfologicamente mas parecidas a las células originales, reflejan una actividad y
comportamiento parecido al que presentan las células in vivo.

b) Lineas celulares: estas celulas regularmente provienen de tejido tumoral o son el resultado
de la transformacion artificial de las células de un cultivo primario, utilizando oncogenes o
tratamientos carcinogénicos, lo que les otorga un fenotipo totalmente diferente al de las
células de inicio. En este tipo de cultivo no esta presente la inhibicion por contacto y el
crecimiento es indefinido. Se le considera transformacion a la transicion de una célula de un
cultivo primario a una linea celular. Esta transformacion, puede ser inducida fisiologicamente
mediante hormonas (hidrocortisona) o utilizando inductores no fisiologicos (N, N-

dimetilesfingosina)®°.

1.3.2. Linea celular AR42J

La linea celular AR42J (Fig. 2) proveniente de tejido exocrino de pancreas, cuenta con una
morfologia epitelial. Las células AR42J requieren de caracteristicas atmosfericas especiales

(5% de didxido de carbono (CO.) en aire, humedad al 85% y temperatura de 37°C), estas

células crecen lentamente en grupos que tienden a apilarse®!.
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Figura 2. Micrografia representativa del crecimiento in vitro de la linea celular de adenoma pancreatico de rata
(AR42J). En el panel de la izquierda se observan las caracteristicas morfoldgicas de las células en un cultivo
semi-confluente y a la derecha la organizacién en cimulos de un cultivo con mayor confluencia celular.

1.4. Radiacion

1.4.1 Generalidades de la radiacién

La radiacion es la expresién de la energia que se trasmite mediante el espacio en forma de
particulas u ondas electromagnéticas. Esta energia, puede tener un mayor 0 menor impacto
dependiendo de su amplitud, frecuencia y velocidad. Existen diferentes formas de emision
de la radiacion (luz ultravioleta, calor, microondas, rayos X y rayos gamma entre otras)?.

La radiacion electromagnética tiene la caracteristica de ser una emision de energia a través
de ondas magnéticas y eléctricas que se dispersan gracias a los electrones que se propagan
como particulas o como fotones a una velocidad de 300,000 km/seg o 3x10° Km/seg en el
campo del espectro electromagnético. Los diferentes tipos de radiacion electromagnética son

clasificados por su frecuencia como radiaciones ionizantes y no ionizantes®2,
1.4.2 Tipos de Radiacion
Con mayor frecuencia la radiacion ionizante emite su energia a través de ondas

electromagnéticas y con una longitud de onda mas corta en comparacion con la radiacion no

ionizante, generando una liberacion de energia por medio de fotones o particulas, con la
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energia suficiente para romper los enlaces covalentes dentro de las moléculas forméandose asi
iones y radicales libres (Fig. 3). Este rompimiento de los enlaces dentro de las moléculas de
importancia biolégica conduce a dafios en las células, en los tejidos y en el organismo.

Por el lado contrario, la radiacién no ionizante no cuenta con la energia suficiente para romper

enlaces moleculares y los dafios bioldgicos que produce no son tan severos®3,

Radiacion no ionizante ® Radiacion 1onizante
El atomo es

ahora un ion con
carga neta
positiva

La energia es
baja y es
absorbida  por
los electrones

La energia es lo
sllﬁciemememe alta
como para eliminar
completamente los
electrones de la orbita

Figura 3. Tipos de radiacion. Modificado de: https://education.pasco.com/epub/PhysicsNGSS/FirstPage.html

1.4.3. Radiacion Gamma

Es un tipo de radiacion electromagnética de alta energia producida por el cambio del estado
energético de un electron (pasa de un estado de mayor energia a uno mas bajo), que con
mucha regularidad es emitido de inmediato o bien posterior a una desintegracion alfa o beta,
también puede producirse como consecuencia de la aprehension de un neutron y de la
disgregacion inelastica de las particulas subatémicas por los nucleos. Cuando los fotones
gamma interaccionan con la materia frecuentemente colisionan con los electrones de las
capas electrénicas de atomos mas externas que se cruzan en su trayecto. Durante este proceso,
pierden muy lentamente su energia, por lo que tienen la capacidad de atravesar grandes

distancias®.

1.4.4 Radiacion con Cobalto-60 (°°Co)

En la radioterapia se utilizan equipos con fuentes de °°Co que basan su funcionamiento en la
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liberacion de ondas o particulas de alta energia, llamadas rayos gamma, que generalmente
son utilizados para terapias médicas con el fin de suprimir o generar un dafio a las células de
cancer. La radioterapia es una de las opciones terapéuticas mas utilizadas contra el cancer®.
Es frecuente que la irradiacién con haces externos sea parte del plan terapéutico de diversos
tipos de cancer, por ejemplo, para los tumores de cabeza y cuello, vejiga, pulmén y
leucemias, entre otros. En el organismo las células de diferentes tipos de tejidos crecen y se
dividen con el fin de formar nuevas células 0 como mecanismo de recuperacion de las células
dafiadas o viejas, sin embargo, las células tumorales realizan este proceso de una forma
descontrolada y con mayor rapidez que las células normales.

La radiacion acta de dos maneras: de manera directa generando rupturas sobre el ADN®¢ o
bien de modo indirecto a través de la hidrdlisis de la molécula de agua. Las rupturas en el
ADN generadas por la radiacion tienen la finalidad de evitar el crecimiento y la division de
las células cancerigenas es por ello por lo que con frecuencia estas rupturas causan la muerte
de las células. Una desventaja del uso de esta terapia es que las células consideradas
normales, cercanas tambien se afectan con la radiacion. Cabe mencionar que muchas de las
células normales se recuperan y vuelven a ser funcionalmente normales®’. Las terapias
médicas que utilizan los rayos gamma, se basan en maquinaria de uso médico que incluye
fuentes radiactivas de ®°Co. Las maquinas de ®Co emiten radiacion con una energia
promedio de 1.25 MeV y requieren mantenimiento continuo para garantizar su funcionalidad
y evitar fugas de radiacion. Dada la energia de las emisiones gamma, el manejo y
almacenamiento de las fuente de ®°Co alojadas en este tipo de maquinas debe realizarse en
un sitio denominado recinto, el cual esta blindado con plomo para de esta forma evitar que
laradiacion salga del cabezal del equipo cuando se esta aplicando el tratamiento. La radiacion
que logra salir del sitio blindado se conoce como radiacién dispersa y puede llegar a otras
partes del cuerpo del paciente aportando dosis menores de radiacion que pueden tener un
efecto sobre las células. La radiacién que es medida en Kerma (kinetic energy released per
unit mass) se conoce como radiacion de fuga, y es un tipo de energia que es liberada por cada

unidad de masa en un punto®®,
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1.4.5 Efectos bioldgicos de la radiacion

Los efectos bioldgicos de las radiaciones ionizantes son clasificados de distinta manera, en
relacion con la dosis absorbida en efectos estocasticos o de dosis baja y efectos
deterministicos cuando la dosis recibida es superior a un umbral. Esta clasificacion esta
sustentada por el marco de la proteccion radioldgica. Los efectos biologicos de la radiacién
se fundamentan por medio de la mutacién genética y la muerte celular. Una importante
caracteristica del proceso carcinogénico es la secuencia de cambios genéticos, los cuales
pueden verse reflejados en la muerte celular como resultado de posibles dafios en el tejido
sano. Varios estudios experimentales y epidemiolégicos han demostrado que a pesar de que
la carcinogénesis puede ser radio-inducida, la radiacion también es uno de los principales
pilares para el tratamiento curativo del cancer®.

Cuando la radiacion interactua con los tejidos vivos, a menudo, las funciones celulares
comienzan a deteriorarse de forma temporal o permanente y como resultado puede causarse
la muerte celular. El dafio celular producido por la radiacion depende de factores como el
tipo de radiacion, la dosis absorbida, la sensibilidad del tejido ante la radiacion y la velocidad

de reparacion.
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2. Planteamiento del Problema:

La Organizacion Mundial para la Salud define que el cancer es un conjunto de patologias que
se caracteriza por el desarrollo del crecimiento descontrolado y la diseminacion de células
mutadas que son incapaces de regular su muerte, generan masas anormales que son mejor
conocidas como tumores; que pueden aparecer en cualquier parte del organismo. La Agencia
para la Investigacion del Céncer, sefialé que se registraron 14 millones de casos con una
incidencia de 8.2 millones de muertes a causa de esta patologia, asi como 32.6 millones de
pacientes que pudieron sobrevivir a este ente patoldgico (o bien, que durante al menos 5 afios
posteriores al diagndstico no presentaron alguna recurrencia). EI cancer es la tercera causa
de muerte en México y cada afio surgen 128,000 casos aproximadamente. Por otro lado, la
diabetes es una enfermedad cronico- degenerativa que se presenta una vez que el pancreas es
incapaz de producir suficiente insulina o bien cuando, aun habiendo insulina en el organismo,
el cuerpo no puede utilizarla de forma adecuada. En Mexico, la prevalencia de diabetes paso
de 9.2% en el afo 2012 a 9.4% en el afio 2016. Se sabe que existe una asociacion entre la
diabetes mellitus y el cancer de pancreas, ahora bien, si la diabetes mellitus es la consecuencia
del CP o es la causa, aun es discutible. Aproximadamente 50% de las personas que cursan
con neoplasia de pancreas desarrollan diabetes mellitus y pacientes mayores de 50 afios con
diagnostico de diabetes mellitus, pueden desarrollar una tumoracion pancreatica en un
periodo no mayor a 2.5 afos. Las opciones de tratamiento para el cancer de pancreas
disponibles son: quimioterapia, radioterapia o cirugia. En el tratamiento con radiacion, o
medicamente conocido como radioterapia, el tipo de radiacion que es mas comdn como
opcidn terapéutica del cancer de pancreas es la radioterapia con rayos externos, este tipo de
terapia consiste en aplicar radiacion desde una fuente externa direccionada hacia el tumor.
Sin embargo, ain no se ha estudiado el efecto de la concentracion de glucosa periférica

(glicemia) sobre la eficiencia de la radioterapia en el cancer de pancreas.

Pregunta investigacion:
¢Cual es la respuesta radiobioldgica de las células de cancer de pancreas expuestas a una
concentracion elevada de glucosa (ambiente hiperglucémico) con respecto a la condicion

fisiologica al ser irradiadas con una fuente externa de ®°Co?
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3. Hipotesis:

Hipotesis nula:

La exposicion a una concentracion elevada de glucosa no modificara la respuesta
radiobioldgica (muerte celular radio-inducida, apoptosis, dafio al ADN, activacion de la
maquinaria de reparacion de dafio al ADN, capacidad clonogeénica, sobrevivencia y radio-
resistencia) de las celulas de c&ncer de pancreas.

Hipdtesis alterna:
La exposicion a una concentracion elevada de glucosa modificara la respuesta radiobiologica
(muerte celular radio-inducida, apoptosis, dafio al ADN, activacion de la maquinaria de

reparacion de dafio al ADN, capacidad clonogénica, sobrevivencia y radio-resistencia) de las

ceélulas de cancer de pancreas.
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4. Objetivos:

General:

Analizar la respuesta radiobioldgica de las células de cancer de pancreas expuestas a altas

concentraciones de glucosa.

Especificos:

Examinar el dafio citotoxico (muerte celular radio-inducida) producido en las células
de cancer de pancreas sometidas a un microambiente hiperglucémico tras ser
irradiadas con %°Co.

Comparar el efecto de la exposicion a altas concentraciones de glucosa en la
activacion de la apoptosis celular antes y después de la irradiacion con ¢°Co.

Evaluar el efecto de la exposicion a altas concentraciones de glucosa en el dafio al
ADN y en la activacion de la maquinaria de reparacion de dafio al ADN después de
la irradiacion con %°Co.

Medir los cambios en la capacidad clonogénica de las células expuestas a altas
concentraciones de glucosa después de la irradiacion con ®°Co y con base en ello
generar las curvas de sobrevida para las células AR42J) bajo condiciones
hiperglucémicas.

Analizar la curva de sobrevida de las células AR42J hiperglucémicas y determinar su

radioresistencia.
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5. Justificacion:

El CP es una patologia muy agresiva con un alto indice de mortalidad debido a la dificultad
para diagnosticarlo oportunamente. Actualmente la sobrevida de los pacientes que padecen
CP no supera el afio. Una de las complicaciones del CP es que durante el tratamiento y como
consecuencia de la enfermedad los pacientes desarrollan diabetes mellitus. Actualmente, se
desconoce la influencia que pudiera llegar a generar el aumento en la concentracion de
glucosa en sangre en la eficiencia del tratamiento con radiacion.

En México, tanto la quimioterapia como la radioterapia son los tratamientos de eleccion para
este padecimiento, generando altos costos al sector salud, mayoritariamente sin lograr una
mejoria o0 éxito dptimo para los pacientes que reciben este tipo de tratamientos. Los
tratamientos de radioterapia externa cominmente utilizan fuentes de °Co para disparar
radiacion de tipo gamma al sitio donde se han localizado las celulas de cancer, con la
finalidad de destruirlas, o bien, demorar el crecimiento del tumor. Sin embargo, a la fecha no
se ha estudiado el efecto de la glucemia en la efectividad del tratamiento con 6°Co.

El mantener una linea celular de cancer de pancreas en un ambiente semejante al fisiologico,
brinda la oportunidad de medir con mayor precision la respuesta tanto funcional como
metabolica que tienen las células ante diferentes estimulos como son la exposicion a un
ambiente hiperglucémico y el tratamiento radioterapéutico.

El cultivo in vitro de la linea celular AR42J), en microambientes con diferentes
concentraciones de glucosa, nos permitié tener un modelo adecuado para analizar algunas de
las respuestas citotoxicas, genotoxicas y bioquimicas de las células tales como la muerte
celular radio-inducida, apoptosis, dafio al ADN, activacion de la maquinaria de reparacion
de dafio al ADN, capacidad clonogénica, sobrevivencia y radio-resistencia posterior a la
irradiacion con Co.

Con ello fue posible discernir la relacion entre el microambiente glucémico (concentraciones
de glucosa en el medio) en el que se encontraban las células de CP y la exposicion a la

radiacion proveniente de una fuente de %°Co.
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6. Material y Métodos:

6.1. Disefo de Estudio

Tipo de estudio: Tamarfio de muestra:
- Estudio experimental - No aplica.

Universo: Se utilizan suspensiones celulares
- Células de céncer de pancreas con un promedio de 1x10°

Método de muestreo: células/mL y los experimentos se
- Por conveniencia realizan por triplicado.

6.2. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacién

Criterios inclusion:
- Cultivos de celulas de cancer de pancreas (linea celular AR42J), con un porcentaje
de viabilidad superior al 85% y libres de contaminacion por microorganismos.
Criterios exclusion:
- Cultivos de células contaminados con microorganismos.

- Cultivos de células con un porcentaje de viabilidad <85%

6.3. Procedimientos

6.3.1 Cultivo celular

6.3.1.1 Preparacion de medio de cultivo

Se pesaron los elementos sélidos en una balanza analitica electronica: medio RPMI-1640
2.525¢, bicarbonato de sodio 0.5g y HEPES 0.65g; se disolvieron en 150 mL de agua tipo 1.
Se ajusto el pH a 7.4 £ 0.2 y se afor6 a 250 mL. Se quitaron 50 mL de la solucion y se
agregaron los suplementos liquidos: suero bovino fetal 25 mL y antibiotico 2.5 mL, se mezcld
y aforo a 250 mL con el medio que se habia retirado. Dentro de una campana de flujo laminar

y en condiciones de esterilidad.
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La solucion se filtré con una unidad de filtracion utilizando una bomba de vacio y se depositd
en recipientes esteriles. Se rotulé con el nombre del medio, la fecha y el nombre de quien lo

preparo.

6.3.1.2 Descongelamiento de células AR42J

Se tomo un criovial con células AR42J del tanque de nitrogeno liquido, trabajando lo mas
rapido posible para evitar la muerte de las células, se permiti6 que se descongelaran
lentamente. Se llevaron a la campana de flujo laminar y el contenido del vial se transfirié a
un tubo conico de 15 mL con 5 mL de medio de cultivo. Las células fueron centrifugadas a
3,000 rpm durante 5 minutos y se elimin6 el sobrante. Posteriormente el botdn de células se
resuspendio suavemente en 4 mL de medio fresco y la suspension celular se transfirio a una
caja de cultivo que se rotulo con el nombre de las células y el nombre de quien descongelo.
El cultivo celular se mantuvo en incubacion a 37°C, 85% de humedad en una atmdsfera con

5% de CO> remplazando el medio de cultivo por medio fresco cada 72 h.

6.3.1.3 Obtencidn de células en suspension

Una vez que el cultivo celular alcanzo la confluencia, el cultivo se lavo con PBS estéril y se
tratdé con una solucion de tripsina/EDTA (0.25/0.03%) para despegar las células de la caja.
Las células suspendidas se recuperaron y se lavaron con medio RPMI-1640. Posteriormente,

se determind el nimero y viabilidad de las células con el ensayo de exclusion de azul tripano.

6.3.1.4 Tratamiento de células AR42J

Se prepararon dos grupos experimentales: el grupo control (CTL) el cual se mantuvo con una
concentracion estandar y fisiologica de glucosa (células que crecieron en medio de cultivo
RPMI el cual contenia 5 mM de D-glucosa) y el grupo hiperglucémico (HG) el cual se
conservé durante 48 h en medio RPMI al que se le adiciond D-glucosa hasta obtener una
concentracion final de 35.5 mM. Adicionalmente y para considerar el efecto de la presion

osmética derivada del incremento de solutos en el medio, se utiliz6 un grupo de control
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osmotico (CTLosm) el cual fue conformado por células crecidas en medio RPMI

suplementado con manosa a una concentracion final de 35.5 mM.

6.3.2 Irradiacién

6.3.2.1 Célculo del tiempo de irradiacion

Para la irradiacion de las células en suspension, se utilizé una fuente de ®°Co contenida en un

irradiador gamma (Gammacell 220, USAEC) en el Departamento del Irradiador Gamma del

Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ). A partir de la tasa de irradiacion, se

calcul6 la tasa de dosis absorbida en agua para el dia en que se realizo la irradiacion de las

células; de ese modo, se establecieron los tiempos 6ptimos en que debian ser expuestas las

células a la fuente de %°Co a fin de alcanzar las dosis de radiacién absorbida deseadas.

Sabiendo que:

Entonces,

D=D,e? 4= L-nz/ri .

Por lo tanto
l"'.’.ﬁ 2(0))
D=D,e \ T2 J
Donde

= Tasa de dosis que deseamos
D conocer en el tiempo t
Tasa de dosis conocida, obtenida en la
Ocalibracion de la fuente de radiacion

25



Asi tenemos que:

w

Tiempo de irradiacion = F
D,.: Dosis absorbida deseada

6.3.2.2 Irradiacion celular

Las suspensiones celulares fueron colocadas en viales de lucita los cuales se acomodaron
dentro de un contenedor cilindrico, solido de material equivalente al tejido y a 4°C. Los viales
se alinearon de tal forma que el campo de radiacion los cubriera por completo. Los tiempos
de irradiacion se programaron de acuerdo con los célculos previos, la administracion de la
radiacion gamma fue en una sola exposicion en un intervalo de dosis de 0-10 Gy. Para cada
dosis de radiacion estudiada, se irradiaron tres tubos con suspension celular y de cada uno de
ellos se tomo una alicuota que contenia el nimero de células en suspension requerido para
cada ensayo, en funcion del protocolo a seguir para la medicion de los diferentes parametros
biologicos estudiados. Simultaneamente, se conservaron muestras sin irradiar tanto para el

grupo normoglucémico como para el grupo hiperglucémico a manera de control.
6.3.3 Evaluacion de parametros biologicos

6.3.3.1 Viabilidad

La viabilidad de las células después del tratamiento se determiné por citometria de flujo con
el kit de conteo celular y viabilidad (cell count & viability kit, MUSE millipore) siguiendo
las instrucciones del fabricante. De forma breve, se tomaron 450 uL del reactivo de conteo y
Viabilidad, se agregaron a 50 uL de la suspension celular (8x10° células) incubandolas 5
minutos a temperatura ambiente. Cabe mencionar que previamente se habian establecido los
limites para las células AR42J, de acuerdo con la intensidad de la fluorescencia del marcador
de viabilidad celular y el tamafio celular. Para lograr diferenciar una célula viva de una
muerta, se formaron dos grupos. El control positivo (CTL+) consto de células cultivadas en

medio completo mientras que el control negativo (CTL-) correspondi6 a un grupo de células
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tratadas durante 3 minutos con hipoclorito de sodio en una concentracion 10 M para inducir
la muerte de las celulas. A partir de estos grupos, se establecieron las ventanas para la
deteccion de las poblaciones celulares considerando que las células que se alejaban de la
poblacién general desplazdndose hacia la esquina superior derecha correspondian con las
células muertas o no viables, cuadrante ocupado mayoritariamente por el grupo CTL-.

Esta lectura se valido con el grupo CTL+ cuyas células presentaron una viabilidad superior
al 85% y se concentraron en el centro y alejadas de la linea divisoria entre la poblacion de
células vivas y muertas. Estas mediciones fueron corroboradas mediante el ensayo de
exclusion de azul tripano que, bajo observacién directa de las células en el microscopio,
permitié conocer el nimero total de células en suspensién y la proporcién de células vivas y
muertas en esta poblacion. Estos valores, se utilizaron para calificar la confiabilidad de la
ventana de deteccion establecida para la medicion por el método de citometria de flujo del
dafio citotoxico en la linea celular AR42J.

6.3.3.2 Apoptosis

La distribucion de células apoptdticas se determind usando el kit de Anexina V y muerte
celular (Muse Merck, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante; de forma breve,
después de dar el tratamiento correspondiente (hiperglucemia + irradiacion), las células
colectadas se diluyeron en una solucion de bloqueo (albumina 1%) y se incubaron con el
anticuerpo anti-Anexina V y el reactivo de muerte celular durante 20 min a temperatura
ambiente. La relacion de células apoptoticas en cada muestra se determind mediante la
identificacion de cuatro poblaciones: (i) células no apoptéticas, células entrando en apoptosis
aquellas negativas para anti-Anexina V y 7-aminoactinomicina D (7-AAD); (ii) células en
apoptosis temprana aquellas positivas para anti-Anexina V y negativas para 7-AAD; (iii)
células en apoptosis tardia positivas para anti-Anexina V' y 7-AAD; (iv) células muertas a
través de una via no apoptdtica negativas para anti-Anexina V y positivas para 7-AAD. En
este caso, los limites de deteccion para cada poblacidn se establecieron considerando un
grupo control el cual fue tratado con peréxido de hidrogeno (H202) en una concentracion

final de 250 uM durante 1 h en medio libre de suero.
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6.3.3.3 Dafo al ADN

La determinacién cualitativa y cuantitativa del dafio al ADN se hizo por citometria de flujo
mediante la deteccion de la activacion de la cinasa ATM vy la fosforilacion de la histona
H2AX con el kit de deteccion de dafio al ADN (MCH200107, Merck Millipore, Germany)
de manera general, se tomaron 2x10° células, se fijaron y permeabilizaron antes de incubarlas
con la mezcla de anticuerpos Anti-phospho-ATM (Ser-1981) y Anti-phospho-Histone
H2A.X (Ser-139) durante 30 minutos.

Posteriormente el exceso de anticuerpo se lavo y las células se re-suspendieron en el
amortiguador de ensayo para su analisis en el equipo de citometria Muse. A manera de
control positivo del dafio al ADN se utiliz6 un grupo de células las cuales fueron irradiadas
con 10 Gy; condicion en la cual se habia verificado previamente mediante ensayo cometa
que se producia una significativa ruptura del ADN.

La determinacion del dafio al ADN por este método se realizé inmediatamente después de la
irradiacion (manteniendo las células en hielo a fin de evitar la reparacion del dafio) y despues
de permitir la accion de los mecanismos de reparacion a las 24 h posteriores a la irradiacion
para medir la eficiencia de la reparacion de los dafios mediante la comparacion de la cantidad
de dafios remanente a las 24 h con respecto al dafio total detectado inmediatamente. Dado
que el ensayo se basa en la deteccion de las formas fosforiladas (activas) de ATM y H2AX,
también se analizaron los cambios en la cinética de activacion de ambas proteinas en funcion

de la dosis por la pre-incubacién en un ambiente hiperglucémico.

6.3.3.4 Ensayo clonogeénico

El ensayo clonogeénico es una técnica que nos provee informacién sobre la capacidad de las
células para dividirse y generar una célula viable idéntica (clona). En general, las
suspensiones celulares de los dos grupos experimentales (células control y células expuestas
al microambiente hiperglucémico) después de ser irradiadas a diferentes dosis de radiacion
entre 2-10 Gy fueron diluidas hasta una concentracién final de 500 células/mL, se colocaron
en placas de 12 pozos en condiciones estandar, permitiendo su proliferacion durante dos

semanas. Al término de este periodo, las clonas se fijaron con PFA 2% durante 48h a 4°C, se
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lavaron dos veces con PBS y agua. Posteriormente, las clonas se tifieron con una solucion de
cristal violeta 0.1% por 30 minutos y se lavaron tres veces con agua. Se obtuvieron
fotografias de las placas las cuales fueron analizadas con el software ImageJ. A fin de hacer
una medicion relativa de la cantidad de clonas. Adicionalmente, se extrajo el colorante con
acido acético 10% para hacer la medicion cuantitativa mediante la medicion de la densidad
Optica a 590 nm en un espectrofotémetro de placas Epoch 2 (BioTek Instruments, USA). El
nimero de colonias detectadas en los grupos no irradiados se utilizd para calcular la
eficiencia del cultivo (PE) y al relacionar este parametro con el nimero inicial de células
sembradas y el nimero de colonias detectadas después de la irradiacion a las diferentes dosis
se obtuvo el valor de fraccion de sobrevivencia.

Se grafico el valor de fraccion de sobrevivencia en funcion de la dosis para generar las curvas
de sobrevida para las células AR42J normoglucémicas e hiperglucémicas y a partir del

andlisis visual de éstas determinar bajo que condicion las células eran mas radioresistentes.

6.4. Variables de Estudio

Dependientes:
* Muerte celular (apoptosis)
» Dafio al ADN

« Capacidad clonogénica
Asignacion:

« Concentracion de glucosa

» Dosis de radiacion
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Tabla 1. Operacionalizacion de variables.

) o o ) Tipo de | Escala de | Analisis
Variables Definicion conceptual Definicion operativa
variable medicién Estadisticos
Variables dependientes
Muerte celular Cese de las funciones vitales | Presencia de Anexina V en la membrana
de la célula. celular. Descriptivos
Instrumento de medicién: citometria de | Categorica | Presente/ Ausente
flujo
Dafio al ADN Formacion de rupturas de | Fosforilacion de la H2A. Xy ATM Categorica | Presente/Ausente Descriptivo
doble cadena del ADN.
Aumento del numero de | Existencia de células generadas.
Proliferacion celular células como resultado de la Categorica | Presente/ Ausente | Descriptivos

division celular.

Instrumento de medicion: citometria de

flujo.

t de student

Variable de asignacién

Concentracion de

glucosa

Cantidad de glucosa que se

encuentra en un medio.

Medio de glucosa a: 5.5mM vy hasta
35.5mM

Cuantitativa

mM

Descriptivos
ANOVA
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6.5 Implicaciones Bioéticas

El desarrollo del proyecto se rigié por las recomendaciones emitidas en la clasificacion de
seguridad en biotecnologia en las Pautas del Servicio de Salud Publica de E.E.U.A, en las
recomendaciones del proveedor de la linea celular (ATCC, USA) y en la norma mexicana
NOM-087-Semarnat-SSA1-2002 para el manejo de residuos peligrosos bioldgico
infecciosos.

6.6 Recoleccion de Datos

Base de datos en el paquete estadistico Graph Pad Prisma 7.

6.7 Analisis Estadisticos

Todos los datos se presentan como la media + desviacion estandar. La comparacion entre la

media de los grupos se evaluo por la prueba estadistica t de Student usando el programa

Graph Pad Prisma 7, considerando una p < 0.05 como estadisticamente significativa.
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8.2 Resumen del articulo

Radiobiological Response of Pancreatic Cancer Cells cultured over
Hiperglycemic Microenvironment Conditions

Vdzquez-Romero FJ.2, Azorin-Vega EP.*?, Ramirez-Durdn N.,> Moreno-Pérez MPA.*
1 Facultad de Medicina, Universidad Auténoma del Estado de México, Toluca, 50180, México

’Departamento de Materiales Radiactivos, Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares,
Ocoyoacac, 52750, Estado de México, México

ABSTRACT

The most common and lethal gastrointestinal tumor is pancreatic adenocarcinoma characterized by
its poor prognosis because it is difficult to detect, resistant to therapy and extremely lethal.
Pancreatic adenocarcinoma mortality risk increases 2.2 fold by systemic hyperglycemia. In recent
years production of diabetogenic substances by pancreatic adenocarcinoma has been reported. The
aim of the present investigation was to analyze the influence of glucose on the radiobiological
response of pancreatic adenocarcinoma cells in vitro. To do this, pancreatic adenocarcinoma cell
lines were exposed to a high glucose culture media (300 mM) for 96 h prior irradiation (0- 10 Gy)
with a Gammacell 220 system before analyzing their clonal capacity. The survival fraction calculated
show us that hyperglycemic microenvironment is an important factor that should be considered in
order to obtain better radiotherapy treatment effectiveness since hyperglycemic microenvironment
common in this pathology promotes pancreatic cells radioresistance and induce a severe increase
in cell proliferation.

KEYWORDS
Pancreatic Cancer Cells; Hiperglycemic; Radioresistance; Glucose.
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