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RESUMEN

Objetivo: El glioblastoma multiforme es el astrocitoma grado IV mas frecuente en la edad adulta, caracterizado una alta radioresistencia, que se asocia ala presencia
de regiones hipdxicas en el tumor. Dada la importancia de la hipoxia sobre la respuesta celular a las radiaciones ionizantes, en este trabajo se estudio la relacién entre
lahipoxia, el dafio en el ADN yla supervivencia celular. Metodologia: Se utilizaron las lineas celulares de glioblastoma (U87) y cancer de mama (MCEF-7). Se evalu6
el efecto de la radiacion ionizante sobre la supervivencia de ambas lineas celulares en condiciones de hipoxia o normoxia, empleando el ensayo de formacién de
colonias. El dafio del ADN se evalué mediante la técnica de electroforesis en gel de célula tinica o ensayo de cometa. Resultados: La linea U87 presenté mayor radio-
resistencia en condiciones de hipoxia a 8 Gy, pero menor radioresistencia a dosis intermedias (6 Gy). MCF-7 presenta mayor radioresistencia en normoxia, aunque
no estadisticamente significativa. En el ensayo del cometa, MCF-7 presenta mayor dafio del ADN al aumentar la dosis de irradiacion en hipoxia, y U87 muestra
un aumento en el dafio en hipoxia, que no es dosis dependiente. Conclusion: Se evidenci6 que en la linea U87, no hay correlacién entre el aumento en el dafio en
el ADN en hipoxia y la supervivencia celular, sugiriendo una alta capacidad de reparacién del ADN para esta linea. Contrariamente, en la linea celular MCF-7, se
evidencia que sus mecanismos de reparacién son més eficientes en condiciones de normoxia.
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RADIORESISTANCE IN GLIOBLASTOMA: ROLE OF HYPOXIA IN THE TUMORAL GENOTOXICITY INDUCED BY IONIZING RADIATION
ABSTRACT

Objective: Glioblastoma multiforme is the most frequent grade IV astrocytoma in adulthood, and is characterized by a high radioresistance, which is associated
with the presence of hypoxic regions within the tumor. Considering the important role of hypoxia on the cellular response to ionizing radiation, in this study; we
evaluated the relationship between hypoxia, DNA damage and cell survival. Methodology: Two different cellular lines were used, glioblastoma (U87) and breast
cancer (MCF-7). The effect of the ionizing radiation on the survival of both cellular lines under conditions of hypoxia and normoxia, was evaluated using the colony
forming assay. The DNA damage was evaluated by electrophoresis technique in gel of a single cell or comet testing. Results: The U87 line presented the highest
radioresistance under hypoxic conditions at 8 Gy; but less resistance to intermediate doses (6 Gy). MCF-7 shows greater radioresistance under normoxia, although
not statistically significant. In the kite assay, MCF-7 presents the major DNA damage by increasing the dose of irradiation in hypoxia, while U87 shows an increase
in damage in hypoxia, which is not dose dependent. Conclusion: It was evidenced that in the U87 line, there is not a relation between the increase in DNA damage
under hypoxia and vHh DNA repair capacity for this line. In contrast, in the MCF-7 cell line, it is evident that its repair mechanisms are more efficient under nor-
moxia conditions.
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INTRODUCCION

El Glioblastoma Multiforme (GB) corresponde al mas alto
grado de tumor astrocitico (glioma grado IV) segtin la clasi-
ficacion realizada por la Organizacion Mundial de la Salud y
continua siendo el tumor cerebral primario mas comun en la
edad adulta (1). La edad promedio de su diagnéstico es a los
61 anos (2), sin embargo, se estima que su pico de incidencia
se encuentra entre los 45 y los 65 afios, tratdndose del 50% de
los gliomas (1). Se trata de una malignidad devastadora, cuya
incidencia es de 3,1/100.000 habitantes en Estados Unidos.
La tasa de supervivencia promedio se encuentra entre 12y
15 meses. Se consideran como factores prondsticos que pue-
den determinar la sobrevida al tamafo del tumor, la edad del
paciente y su grado de funcionalidad, previo a la detecciéon
del mismo (3).

El gold standard del tratamiento para el glioblastoma, se basa
en un abordaje multidisciplinario, que incluye cirugia, segui-
da de radioterapia, con o sin quimioterapia coadyuvante (4).
Con los avances en radioterapia se buscé encontrar un bene-
ficio clinico, mientras se reducia la toxicidad a corto y largo
plazo. Adicionalmente, se espera que este pilar de tratamien-
to, permita mejorar las condiciones de vida del paciente, asi
como también su funcionalidad, durante el curso de su en-
fermedad (2).

Un acercamiento radiobioldgico para mejorar la pobre res-
puesta del glioblastoma a la radiacion ionizante no se en-
cuentra disponible, debido a que no se tiene un completo
entendimiento de las alteraciones biomoleculares y genéticas
de este tumor. Los estudios que se han basado en la expre-
sién génica o proteica del GB, han revelado alteraciones en
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vias moleculares comunes, lo que resultd en una subclasifi-
cacion molecular (clasico, mesenquimal, proneural y neu-
ral) que difieren en términos de su pronostico y respuesta a
tratamiento (3).

Entre los principales efectos de las radiaciones ionizantes
se encuentra la muerte o la supresion de la division celular.
La radiacion puede afectar el ADN en diferentes niveles y;
segtin la extension del dafio, podra repararse o traera como
consecuencia la muerte celular o transformaciones que le
impedira ala célula continuar con su proceso de division (5).
Los efectos directos de la radiacion ionizante pueden inducir
detencion del ciclo celular, apoptosis o muerte celular y una
relacién con la remocion de electrones de los atomos que
componen la moléculade ADN, gracias a la energia absorbi-
da de los fotones incidentes sobre ella y que conllevan a una
ruptura en la cadena de ADN (5,6). Por otra parte, el efecto
indirecto de la radiacion ionizante se relaciona con la forma-
cion de radicales libres de oxigeno, formados por hidrolisis
del agua, que entraran en interaccion con la cadena de ADN,
generando su ruptura (6).

Diferentes estudios han comprobado como la radioresisten-
cia tumoral es afectada por la concentracion celular de oxige-
no (7-9). Por ejemplo, se ha determinado quelos marcadores
de hipoxia, como por ejemplo HIF-1a, aumenta la expresion
de genes que estan involucrados en metastasis, recurrencia
tumoral, angiogénesis, sobrevida de células cancerigenas y
apoptosis (10). Resulta importante establecer qué relacion
tiene la hipoxia con el dafio en el ADN vy la supervivencia
de las células del glioblastoma, al ser expuestas a radiacion
ionizante, como aproximacion para entender el papel de la
hipoxia sobre la radioresistencia tumoral. Adicionalmente,
la dificultad de tratamiento y baja supervivencia que tiene
el glioblastoma, son evidencia de la alta radioresistencia del
mismo, y al comparar la respuesta del glioblastoma a la ra-
diacion con la de otros tipos tumorales mas radiosensibles,
puede brindar informacién importante para la comprension
de la radioresistencia en glioblastoma.

Con este fin, en este trabajo se estudié la supervivencia celu-
lar y el dafio en el ADN en cultivos de linea celular derivada
de glioblastoma (U87) sometidos a radiaciones ionizantes,
utilizando como modelo de comparacion la linea celular de
cancer de mama (MCE-7), un tipo de neoplasia que ha mos-
trado una buena respuesta a la radioterapia.

METODOS

Diseiio del estudio: Experimental in vitro de ensayos contro-
lados.
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Poblacion: Se utilizaron como modelo las lineas celulares de
glioblastoma (U87), amablemente donada por la Dra. Chia-
ra Riganti (Universita degli Studi di Torino, Italia) y de cancer
de mama (MCF-7), amablemente donada por la Dra. Mar-
cela Camacho (grupo de Biofisica y Biologia de Membranas
dela Universidad Nacional de Colombia). Las células fueron
cultivadas en medio de cultivo DMEM (Biowest®) suple-
mentado con 10% de Suero Fetal Bovino (SEB, Hyclone®), y
se sembraron en cajas de Petri para cultivo celular de 60 mm
de didmetro hasta alcanzar una confluencia del 70%-80%.

Preparacion de cultivos celulares: El efecto de la radiacion
ionizante sobre la supervivencia de las células U87 y MCE-7
en condiciones de hipoxia o normoxia se evalu6 por el en-
sayo de formacion de colonias, siguiendo el protocolo de
sembrado pre-tratamiento (11). Las células cultivadas en las
cajas de Petri fueron disgregadas por incubacion con tripsi-
na/EDTA (Gibco®), contadas y transferidas a cajas de cultivo
de 6 pozos. Se sembraron entre 200 y 2000 células por pozo,
por triplicado, en dependencia de la dosis de radiacién a uti-
lizar, de acuerdo con la distribucién mostrada en la Tabla 1,
y se incubaron por 24 horas a 37°Cy 5% CO2, para permitir
su adhesion.

TablaN° 1: Numero de células sembrado por pozo en relacion con la dosis de ra-
diacion ionizante aplicada para la determinacién de la fraccion de supervivencia
en el ensayo de formacion de colonias.

Nuamero de células
sembradas por pozo

Dosis de Radiacion ionizante (Gy)

1 200

4 800

8 1600

La determinacion del dafio en el ADN se realizé mediante la
técnica de electroforesis en gel de célula inica (SCGE,por sus
siglas en inglés), que es llamada también “el ensayo del Co-
meta” (12). Posterior a la disgregacion con tripsina/EDTA, y
al conteo, se sembraron 500.000 células en cajas de Petri de
35 mm de diametro, y se permitié su adhesion por incuba-
ciéna 37°Cyal 5% CO2 por 24 horas.

Induccion de hipoxia: Una vez adheridas las células, éstas
fueron cultivadas en condiciones de hipoxia por 24 horas.
Dichas condiciones fueron inducidas por métodos fisicos
incubando las células a 37°C, con una mezcla de gases de 1%
02y 5% CO2, balanceado con N2, en una incubadora de
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hipoxia (HERAcell 150i Tri-Gas Incubator, ThermoFisher
Scientific). Un nimero equivalente de cajas de cultivo fue-
ron dejadas en condiciones de normoxia (21% de O2, 5% de
C0O2 a 37°C) como control.

Irradiacion de células: Posterior a las 24 horas de cultivo en
normoxia e hipoxia, las células fueron irradiadas con fotones
de rayos X de 6 MV, en dosis de 0, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 Gy para
el ensayo de formacion de colonias, y de 0,2y 10 Gy para el
ensayo del Cometa. Se utiliz6 para irradiarlas un acelerador
lineal de uso clinico (Varian Medical Systems® TrueBeam™).
Para garantizar el equilibrio electrénico y una mejor homo-
geneidad de dosis en el volumen blanco, las cajas se irradia-
ron por debajo, sobre un simulador fisico de parafina.

Ensayo de formacion de colonias: Una vez irradiadas, las cé-
lulas se mantuvieron en cultivo con medio DMEM suple-
mentado con 10% de SFB durante 14 dias. Luego se realiz6 la
fijacion y tincion de las colonias formadas con cristal violeta
con una mezcla de formaldehido al 4%y cristal violeta al 1%.
Para establecer diferencias en la supervivencia celular que
tienen las diferentes lineas celulares y tratamientos, se calcu-
16 la eficacia de sembrado (ES), definida como el porcentaje
dado por el niimero de colonias compuestas de al menos 50
células en relacion con el niimero de células sembradas. A
partir de las ES de cada pozo, se calculé la fraccion de super-
vivencia (FS), definida como la relacion entre la ES para una
dosis determinada y la dosis 0 o control.

Medicion del daiio en el ADN por Electroforesis de célu-
las individuales (Ensayo Cometa): La determinacion de
dafo en el ADN inducido por la radiacion ionizante se rea-
lizé mediante la utilizacién del OxiSelect™ Comet Assay Kit
(Cell Biolabs, Inc.), siguiendo las instrucciones del fabrican-
te, basado en un ensayo de electroforesis de célula tinica, que
permite evaluar de manera individual el dafio en el ADN de
cada célula. Las células irradiadas fueron despegadas del pla-
to de cultivo mediante la utilizacion de Buffer fosfato salino
(PBS) frio y scrappers favoreciendo el despegue mecanico
de las células. La suspension celular fue lavada con PBS frio
y se extrajeron aproximadamente 5000 células para mezclar
con agarosa de bajo punto de fusion, que se sembro sobre los
portaobjetos proveidos en el kit.

Una vez gelificadas las muestras, se realizé una incubacién
durante 1 hora en buffer de lisis pre-enfriado, y una sub-
siguiente incubacién en una solucién alcalina (300 mM
NaOH, pH >13, 1 mM EDTA), a 4°C en oscuridad. Se rea-
lizb6 una electroforesis en condiciones alcalinas (300 mM
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NaOH, pH >13,1 mM EDTA) por 30 minutos a 25 V. Poste-
rior a la electroforesis cada portaobjetos fue lavado en agua,
deshidratado en etanol al 70% y secados por 24 horas.

Los cometas fueron coloreados en una solucién de Vista
Green DNA Dye (CellBiolabs), y se utiliz6 el equipo Cyta-
tion 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader (Biotek®) parala ob-
tencion de las imagenes. El plug-in OpenComet del software
Image] (NIH) fue utilizado para el analisis de los parametros
de los cometas (13), y se utilizd el porcentaje de ADN en la
cola como parametro de determinacion del dafio en el ADN.

Anlisis estadistico:Las fracciones de supervivencia fueron
construidas con datos obtenidos por triplicado. Los ensa-
yos del Cometa se realizaron en al menos dos experimen-
tos independientes. Los datos se sometieron a analisis de
normalidad por la prueba de Shapiro-Wilk. Los datos en los
que se encontrd una distribucion normal (fracciones de su-
pervivencia) se analizaron por la prueba de T multiple. Los
datos del ensayo del Cometa, que no mostraron un compor-
tamiento normal, fueron analizados por la prueba de Krus-
kal-Wallis. Se consider6é como diferencia significativa valor
de p<0.05. Todos los analisis estadisticos se realizaron con
ayuda del programa Graphpad Prism 6 (GraphPad Soft-
ware, Inc.).

RESULTADOS

Ensayo clonogénico: En la linea U87 se observa mayor ra-
dioresistencia en condicién de hipoxia en comparacion con
normoxia en dosis altas de radiacion ionizante, siendo esta-
disticamente significativo en 8 Gy (p=0,008) (Fig.1A). Aun-
que, sorpresivamente en 6 Gy se observa mayor radioresis-
tencia estadisticamente significativa (p=0,001) en normoxia
comparado con hipoxia. Por el contrario, en la linea MCE-7
se aprecia en el histograma mayor radioresistencia en nor-
moxia que en hipoxia en dosis 6 y 10 Gy, con la diferencia
observable en 8 Gy donde aumenta la radioresistencia en
hipoxia (fig. 1B). Sin embargo, ninguno de los datos es esta-
disticamente significativo.

Al comparar las dos lineas celulares con respecto a las condi-
ciones de oxigeno, se evidencia que en hipoxia hay mayor ra-
dioresistencia en la linea U87 en comparacién con MCF7 en
altas dosis (8 y 10 Gy), siendo estadisticamente significativo
en 10 Gy (p=0,002) (fig.1D). Opuesto alo anterior, en condi-
cion de normoxia se observa en MCF7 mayor radioresisten-
cia en 8y 10 Gy, comparado con U87. No obstante, ninguno
de los datos es estadisticamente significativo (fig.1C).

CIMEL 2018, Volumen 23, Numero 1

21



FELSOCEM

Ciencio que infegra Latinoaméricc

A Wl Normicoda
T': 2 Hipoia
H
2
4
&
-
[/]
1]
3
&
L S T T T
Dosis (Gy)

cC 10
.§ : W T
E B3 MCFT
[
2 04
=]
0
£ 001
R

0.001

S N % K B R 0

Dosis (Gy)

ARTICULO ORIGINAL

B 10
TE : I MNomosia
.S = Hipaxia
4
2 04
-
]
3 0.01
*
0.001

CIL S T

Dosis (Gy)

p 1o ’
m
‘E . m uar
_g B MCF.T
4
g 01
=
I "
T 0.01 L3
ES
0.001

S A" % B © % .0

Dosis (Gy)

Figura Ne 1: Porcentaje de supervivencia en condiciones de hipoxia y normoxia para las lineas celulares U87 y MCEF-7. El porcentaje
de supervivencia se cred por transformacion a logaritmo en base 10 de las fracciones de supervivencia calculadas, versus la dosis de
radiacién. Se compard la supervivencia de A) Células U87 en hipoxia y normoxia; B) células MCF-7 en hipoxia y normoxia; C) Células
U87 y MCEF-7 en normoxia; y D) Células U87 y MCF-7 en hipoxia. Las barras de error corresponden al error estandar de la media
(SEM) para tres experimentos independientes. Los datos se compararon por una prueba de T multiple y se consideré como diferencia

significativa un p< 0,05.

Ensayo del cometa: En condicion de normoxia, en la li-
nea celular MCF-7 se observa un aumento del dafio en
el ADN a medida que se aumenta la dosis de radiacion
ionizante, siendo significativas las diferencias entre 0y 10
Gy (p<0.001); y 2 y 10 Gy (p<0.001). Aunque entre do-
sis de 0 y 2 Gy no se observa una diferencia significativa
(p=0.06). En condiciones de hipoxia también se observa
una relacion entre la irradiacion de las células y el mayor
dafo en el ADN (0y 10 Gy, p<0.001), aunque contrario a
éste hay un mayor dafo observado en 2 Gy en compara-
cion con 0y 10 Gy (p<0.001 y p=0.02, respectivamente).
Al comparar los resultados obtenidos entre normoxia e
hipoxia de MCF-7 se observa un aumento significativo
en el dafio del ADN en las células sometidas a hipoxia en
0y2 Gy (p<0.001), pero no en 10 Gy (p>0.99) (fig. 2B).

En cuanto a la linea celular U87, en condicién de nor-
moxia se observa que a mayor dosis de radiacion ionizan-
te hay mayor dafio sobre el ADN, siendo estadisticamente
significativo (p<0.001). Por el contrario, en condicién de
hipoxia, no se observa entre ninguna de las dosis aplica-
das una diferencia significativa en el dafio en el ADN. Al
observar la linea U87 y realizar una comparacion entre
las dos condiciones normoxia e hipoxia, se evidencia un
mayor dafio en el ADN en hipoxia en 0y 2 Gy (p<0.001),
en contraste con 10 Gy que no fue significativo (p=0.28)
(fig. 2A).

Al comparar las dos lineas celulares, en normoxia se ob-
servo que el dafio en el ADN era consecuente con la dosis
administrada. Siendo progresivo el detrimento a dosis
mas altas. Al comparar las dos lineas celulares, MCF-7
presenta mayor dafio a 0; 2y 10 Gy (p>0.01) (fig. 2C).

En la condicién de hipoxia, se observo algo muy similar.
Un aumento en el dafio al incrementar la dosis, siendo
este predominante en la linea celular MCF-7, 2y 10 Gy
(p>0.01). Con la excepcion de que, a 0 Gy, no fue signi-
ficativa la diferencia del porcentaje de ADN en la cola
(p=0.06) (fig. 2D). Por su parte, U87 nuevamente mostrd
mayor radioresistencia.

DISCUSION

La hipoxia altera la respuesta a la radioterapia por medio
de multiples moléculas y vias metabolicas que, a gran es-
cala, afectan el prondstico del glioblastoma (14). En con-
diciones de normoxia, la radioterapia afecta el ADN de
manera directa o por medio de especies reactivas de oxi-
geno. Sin embargo, al disminuir las concentraciones de
oxigeno, este proceso se altera. La hipoxia activaa HIF-1q,
involucrado en induccién de procesos antioxidantes y de
reparacion del ADN, que finalmente llevan a la supervi-
vencia celular y mayor radioresistencia (15).
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Figura N° 2: Determinacion del dafio en el ADN por el ensayo del cometa, en células de las lineas U87 y MCF-7 en condiciones de
hipoxia y normoxia. El dafio en el ADN se calculé como el porcentaje de ADN en la cola de los cometas obtenidos a partir de al me-
nos dos experimentos independientes. Se compard el dafio en el ADN de A) Células U87 en hipoxia y normoxia; B) células MCE-7
en hipoxia y normoxia; C) Células U87 y MCF-7 en normoxia; y D) Células U87 y MCF-7 en hipoxia. Los resultados se presentan en
Boxplots que ilustran la mediana de los datos, su dispersion y el valor maximo y minimo encontrado para cada condicién. Los datos
se compararon por una prueba de Kruskal-Wallis y se consider6 como diferencia significativa * p< 0,05, ** p< 0,01, y *** p< 0,001.

En el ensayo clonogénico, se observé una mayor radioresis-
tencia y un mayor dafo en el ADN en la linea U87 en con-
diciones de hipoxia. A partir de estos resultados, se puede
inferir que las células de glioblastoma tienen mecanismos de
reparacion del ADN mis eficientes en hipoxia, que les per-
mite una mayor tasa de supervivencia celular. Esta mayor ac-
tividad de reparacion podria asociarse al aumento en la ex-
presion de proteinas como la Osteopontina (OPN) (16). Esta
proteina se ha visto involucrada en la reparacion del ADN
en respuesta a la radiacion en células del glioblastoma, pues
se ha encontrado que células que presentan déficit de OPN,
presentan a su vez menores niveles de fosforilacion de la his-
tona H2AX, un marcador de activacion de mecanismos de
reparacion del ADN (17). De igual manera, alteraciones en
la expresion del receptor del factor de crecimiento epidérmi-
co variante III (EGFRVIII) pueden aumentar la reparacion
de la hebra de ADN de doble rupturas (DSBs) (18). Recien-
temente Reichert y colaboradores demostraron que la expo-
sicion a radiacion aumenta los niveles de Survivina, una pro-
tefna nodal multifuncional de interaccién con diversas vias,
dentro del nicleo, donde interactia y aumenta la actividad
enzimadtica de moléculas como MDC1, DNA-PKcs y Ku70,
implicados en el proceso de reparacion de ruptura de doble
hebra tipo recombinacion no homdloga (19). Una expresion
y actividad incrementada en estas proteinas podria explicar
el porqué, aunque las células U87 presentan un mayor daiio
en el ADN por radiacion en hipoxia, la supervivencia celular

€5 mayor en €sas condiciones.

Igualmente, al comparar la supervivencia celular de las cé-
lulas MCEF-7 y U87, se observa mayor resistencia a la ra-
diacion por parte de las células U87 en hipoxia, pero no en
normoxia. En este proceso, la hipoxia tiene el comporta-
miento de un factor protector para U87, ya que, pese a que
las dos lineas cancerosas en estudio presentan un mayor
dafo del ADN en hipoxia, U87 tiene una mayor supervi-
vencia celular. Esta respuesta podria asociarse a los efectos
de la formacioén de radicales libres de oxigeno, los cuales
generan un aumento en el dafio del ADN en normoxia,
pero en ausencia de oxigeno las lesiones por radicales libres
son menores por la activacion de sistemas antioxidantes
celulares y pueden ser reparadas por moléculas que con-
tengan sulthidrilo, generando como desenlace una mayor
supervivencia celular en esta condicion (20). Teniendo en
cuenta que existen diferentes subtipos de GBM, seria im-
portante establecer a cual de estos subtipos pertenece la li-
nea U87, con el fin de determinar si existe alguna relaciéon
entre el subtipo tumoral y la respuesta a la radiacion. Ma-
rie Allen y colaboradores, realizaron en el 2016 un estudio
comparativo entre las células U87 actualmente disponibles
y distribuidas por la ATCC. Dicho estudio demostr6 que
las células provenientes de la ATCC exhiben un perfil de
ADNmt diferente a la linea celular Uppsala U87 y al tejido
tumoral original, lo cual lleva a considerar que el origen de
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la linea U87 disponible por la ATCC es diferente al del teji-
do tumoral original. Sin embargo, el analisis revel6 que las
células U87 si provienen del SNCy es probable que corres-
ponda a una linea celular de glioblastoma de un paciente de
origen y subclasificacion desconocidas (21). A pesar que es-
tos hallazgos, esta linea celular sigue siendo util para analizar
los mecanismos celulares generales en GBM. No obstante,
seria relevante el estudio a futuro de lineas celulares o tejidos
primarios que correspondan a los subtipos de GBM con el
fin de establecer las diferencias en los mecanismos inducidos
por hipoxia o normoxia segun el subtipo tumoral (22).

A partir de la linea U87, se han identificado multiples me-
dios, asociados a la hipoxia y HIF-1a, por los cuales esta
linea presenta comportamientos frente a la radiacion ioni-
zante que podrian llegar a explicar la mayor supervivencia
observada de esta linea en condicién de hipoxia. La quinasa
unida a integrina (ILK), ha demostrado aumentar la supervi-
vencia celular al modular los mecanismos de muerte celular,
mediante la regulacién en la duplicacién de los centrosomas
en la linea celular U87 (23). Asi mismo, la identificacion del
silenciamiento del receptor del Factor de Crecimiento de Fi-
broblastos (FGFR1), conlleva a un decremento en la expre-
sion de HIF-1a, y como consecuencia a un incremento de la
radiosensibilidad del tumor (24). También se ha reportado
una correlacion entre las proteinas quinasa dependientes de
ADN (DNA-PKcs), ERKs y HIF-1a, y la radioresistencia, ya
que se ha comprobado que mediante la inhibicion de ERKs,
se genera una reduccion en la expresion de HIF-1a, de ma-
nera que se genera un aumento en la radiosensibilidad (25).

Adicionalmente, al poner en contraste el dafio en el ADN
segun la condicion de oxigeno de las dos lineas celulares, se
observa mayor cantidad de dafio en MCF-7 en las dos con-
diciones. Sin embargo, en el ensayo clonogénico esta linea
celular tiene mayor supervivencia celular en condiciéon de
normoxia en comparacion con U87, pero menor en con-
dicion de hipoxia. De acuerdo a estos resultados, se puede
inferir que MCEF-7 presenta mayor dafio celular inducido
por la radiacién ionizante en hipoxia, y que la hipoxia afecta
la capacidad de reparacion del ADN, llevando a una menor
supervivencia celular. Una posible explicacion a este com-
portamiento podria relacionarse con una afectacion en la
expresividad de proteinas claves para la supervivencia celu-
lar en la linea MCF-7, ejemplo de esto tenemos al factor de
transcripcion elF4G1. Badura y colaboradores han demos-
trado que niveles elevados de e[F4G1 aumentaba la super-
vivencia celular mediante una gran variedad de moléculas
involucradas, entre las cuales se encuentra p53 binding pro-
tein 1, esencial en los procesos de reparacion del ADN (26).
En otro aspecto, se relaciond la hipoxia con el decremento en
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los mecanismos de reparacion del ADN en MCEF-7, como
lo plantean Crosby y colaboradores, quienes asocian el au-
mento en los niveles de los microRNAs 210y 373, con la dis-
minucion de los mecanismos de reparacion dependiente de
homologia y reparacion por escision de nucleétidos (27). En
contradiccion con lo antes mencionado, han sido publicados
mecanismos de reparacion aumentados en hipoxia. En es-
pecifico, la linea MCF-7 mostrd una regulacion a la alta de
ciertos genes, como NDRG], involucrado en el dafio y repa-
racién de ADN (28). Sin embargo, en dicho estudio se ana-
lizan condiciones de hipoxia intermitente en 19 ciclos, y no
una hipoxia sostenida por 24 horas, como en nuestro caso.
De la misma forma, otros estudios reportan que, en hipoxia,
estalinea celular es capaz de activar las quinasas ATM y ATR,
con la consecuente fosforilacion de algunos blancos como la
serina/treonina quinasa CHK1y H2AX; asociados al control
del ciclo celular y activacion de mecanismos de reparacion
del ADN (29). Por tanto, mas investigacion debe ser hecha al
respecto, para mejorar el entendimiento de la relacién entre
la hipoxia ylos mecanismos de reparacién del ADN implica-
do con este modelo de estudio.

Es importante tener en cuenta que la radiacion ionizante
ejerce un mayor o menor dafio sobre el ADN de la célula
dependiendo de la fase del ciclo celular en la que esta se en-
cuentre, ya que, se sabe que hay mayor radiosensibilidad en
la fase G2-M, y menor en la fase G0/G1 al igual que durante
la dltima parte de la fase S (30).

Lo anteriormente expuesto, explica la alta dispersion de los
datos del dafio en el ADN observado en el ensayo del come-
ta, ya que en dicho ensayo se mide el dafio generado en cada
célula individualmente. La dispersion observada puede ser
causada por el hecho de que las células que se encontraban
en diferentes fases del ciclo celular, lo cual le confiere distinto
grado de radioresistencia. Sin embargo, una tendencia gene-
ral en cada condicion fue claramente observada, indepen-
dientemente de la variabilidad inducida por la fase del ciclo.

Otro factor determinante en cuanto al prondstico del glio-
blastoma asociado a la radioterapia, que a su vez pudo haber
influido en los resultados del estudio, es la dosis total de ra-
diacion y su fraccionamiento. Se ha visto en los tiltimos afios
que las células tumorales experimentan procesos de repa-
racion y supervivencia entre las distintas dosis de radiaciéon
(31). Por lo anterior, cada vez se ha intentado introducir en
el manejo de glioblastoma una mayor dosis total sumado de
hipofraccionamiento (32,33). Los resultados en cuanto a este
abordaje aun no son del todo claros, sin embargo, parecen
prometedores, una vez se logre sobrellevar los efectos radio-
toxicos del tejido circundante. En cuanto al ensayo realizado,
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Figura N° 3: Efecto de la hipoxia sobre el dafio en el ADN inducido por radiaciones ionizantes en células de la linea U87. La radiacion
ionizante afecta la molécula de ADN directamente, o a través de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (1); esto genera
rupturas sencillas y dobles de la cadena de ADN (2) que, al no poder ser reparadas, inducen la muerte celular (3). En condiciones de
Hipoxia (4), la activacion de mecanismos de respuesta antioxidante disminuye la concentracién de ROS, disminuyendo el dafio en el
ADN; adicionalmente, la hipoxia favoreceria la activacion de mecanismos de reparacion (5) en las células U87, restableciendo la inte-

gridad del ADN y favoreciendo asi la supervivencia celular (6).

las células se sometieron a una sola dosis de radiacion que
no excedia los 10 Gy; por lo que resultaria ttil poder evaluar
los efectos de dosis mas altas (entre 17 y 20 Gy) y del hipo-
fraccionamiento en la sobrevida y genotoxicidad de la linea
celular U87.

CONCLUSION

Este estudio experimental evidenci6 una mayor superviven-
cia celular de la linea U87 en condicién de hipoxia en com-
paracion con normoxia, es decir, una mayor radioresistencia
en estas condiciones. Estos resultados tienen alto respaldo en
la literatura, como se discutié anteriormente, mediante las
multiples vias ya conocidas que se encuentran involucradas
con HIF-1ay sus diferentes cascadas de sefializacion.

Si bien en este estudio, los resultados muestran en las dos li-
neas tumorales un mayor dano del ADN en hipoxia, se evi-
dencié una mayor supervivencia celular en U87 comparado
con MCEF-7, esto nos inclinaria a pensar, que la hipoxia des-
encadena vias de reparacion que juegan un rol protector sig-
nificativamente mas eficiente en la linea celular U87 que en
la linea celular MCF7 (Fig. 3). Este fenomeno también pare-
ce estar ocurriendo de igual manera en la linea celular MCF-
7 pero en condicién de normoxia. Sin embargo, todavia son
necesarios mas estudios para determinar exactamente los
mecanismos moleculares asociados a esta posible capacidad
protectora. El presente estudio representa el hallazgo de co-
nocimientos nuevos e interesantes, que requieren ser indaga-
dos con mayor profundidad para una mejor comprension.
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