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RESUMEN

Las células cebadas (CCs) juegan un papel importante en el desarrollo de los
tumores, ejecutando funciones pro o antitumorales dependiendo del tipo y
estadio del tumor y de los estimulos del microambiente tumoral (TME) a los
gue estan expuestas. La hipoxia ciclica (cyH) es una caracteristica comun de
casi todos los tumores sélidos, ya que los vasos sanguineos no proporcionan
un suministro continuo de oxigeno a la masa tumoral. En este trabajo
probamos la hipotesis de que las CCs podrian localizarse en zonas sometidas
a cyH dentro de los tumores solidos y modificar, en consecuencia, su perfil
transcripcional y sus parametros de activacion. Utilizando un modelo murino
de melanoma y microscopia confocal encontramos que un nimero importante
de CCs estan presentes en zonas potencialmente sometidas a cyH.
Posteriormente, analizamos los cambios transcripcionales de células cebadas
murinas derivadas de médula 6sea (BMMCs, por sus siglas en inglés)
expuestas a un protocolo in vitro de cyH, el cual consistid en ciclos intercalados
de hipoxia y reoxigenacion. Utilizando la tecnologia de microarreglos
identificamos 2512 genes en las CCs sometidos a cyH cuya expresion mostro
cambios en comparacién con las células mantenidas en normoxia. El analisis
de enriquecimiento funcional revelé que las alteraciones transcriptomicas
relacionadas con la cyH correspondian a genes asociados con la fosforilacion
oxidativa y la via de sefalizacién FceRIl. De manera interesante, tras un reto
con IgE/antigeno (Ag), la desgranulacion dependiente de FceRI, la
movilizacion de calcio y la actividad de PLC-y aumentaron en las BMMCs
expuestas a cyH en comparacion con las células mantenidas en condiciones
de normoxia. Ademas, la expresion de citocinas relacionadas con la
sefalizacion por calcio, como Tnf-a, I-4 e 1l-2, aumentd en las BMMCs
expuestas a cyH, tras el reto con IgE/Ag. En conjunto, estos resultados indican
que la cyH induce modificaciones transcripcionales en las CCs que se
traducen en un cambio fenotipico caracterizado por la hiperreactividad a la
estimulacién con IgE/Ag. Nuestros resultados proporcionan nueva evidencia
del efecto de las condiciones ambientales, como la cyH, en el fenotipo de las

iv
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CCs y sugieren que el microambiente intratumoral actia como un potente
modulador de la activacion de las CCs que deberia ser considerado en el
disefio de terapias dirigidas contra la inflamacién para controlar el crecimiento

del tumor.
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ABSTRACT

Mast cells (MCs) play an important role in tumor development, performing pro-
or antitumor functions depending on the type and stage of the tumor and the
tumor microenvironment stimuli (TME) to which they are exposed. Cyclic
hypoxia (cyH) is a common feature of almost all solid tumors since blood
vessels fail to provide a continuous supply of oxygen to the tumor mass. In this
study, we examined the hypothesis that MCs could locate in cyH-exposed
regions inside solid tumors and adjust their transcriptional profile and activation
parameters as a result. Utilizing a murine model of melanoma and confocal
microscopy, we found that an important number of MCs are present in zones
potentially subjected to cyH. Then, we analyzed transcriptional changes of
murine bone marrow-derived mast cells (BMMCs) exposed to an in vitro
protocol of cyH, consisting of interleaved cycles of hypoxia and re-oxygenation.
Utilizing microarray technology, we identified 2512 genes in MCs subjected to
cyH whose expression displayed changes compared with normoxic cells.
Furthermore, functional enrichment analysis revealed that cyH-related
transcriptomic alterations affected genes associated with oxidative
phosphorylation and the FceRI signaling pathway. Interestingly, after IgE/
antigen (Ag) challenge, FceRI-dependent degranulation, calcium mobilization,
and PLC-y activity were enhanced in BMMCs exposed to cyH compared to
those cells maintained in normoxic conditions. In addition, the expression of
calcium signaling-related cytokines such as Tnf-q, 1l-4, and II-2 was increased
in BMMCs exposed to cyH after IgE/Ag challenge. Taken together, these
findings indicate that cyH induces transcriptomic modifications in MCs that are
translated into a phenotypic change characterized by hyperresponsiveness to
IgE/Ag challenge. Our results provide novel evidence of the effect of
environmental conditions such as cyH on MC phenotype and strongly suggest
that the intratumoral microenvironment acts as a potent modulator of MCs
activation which should be considered in the design of inflammation-targeted

therapies to control tumor growth.

Vi
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1. INTRODUCCION
1.1. Generalidades de las células cebadas

Las células cebadas (CCs) son células inmunes multifuncionales de origen
hematopoyético presentes en todos los tejidos del organismo [1].
Morfologicamente se caracterizan por contener una gran cantidad de granulos
electrodensos en su citoplasma, los cuales estan llenos de mediadores
inflamatorios preformados que llenan todo el citoplasma de la célula (Figura 1)
[2]. La estimulacién y activacion de las CCs conduce a la liberacion de estos
mediadores mediante diferentes procesos de secrecion, que son dependientes
deltipoy la intensidad del estimulo [3]. Una vez liberadas al medio extracelular,
estas moléculas amplifican o suprimen las respuestas inmunes innatas y

adquiridas tanto en condiciones fisiologicas como patolégicas [4].

Figura 1. Microscopia electrénica de transmision de una célula cebada aislada del peritoneo
donde se puede observar su morfologia caracteristica. N: ndcleo; SG: granulos secretores.

Barra de calibracion = 1 um. Imagen modificada de [2].
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1.2. Plasticidad fenotipica de las CCs

En el organismo adulto, las CCs se originan en la médula 6sea a partir de un
precursor comun mieloide, que da origen a diferentes estirpes celulares,
incluyendo los macréfagos [5] (Figura 2). Al igual que los macrofagos, se ha
demostrado que, al menos en el embrion murino, las CCs presentes en la piel
de los adultos, también provienen del saco vitelino [6]. Los precursores de las
CCs viajan por la circulacion sanguinea y migran rapidamente a los diferentes
tejidos del organismo para completar su diferenciacion final bajo la influencia

de diversas sefiales del microambiente local [7].

Célula troncal
hematopoyética

"

. . M . )
Progenitor comun {H O Progenitor comun
mieloide Lo linfoide

2 - ® e 0 e @
BC TC NK

Thr  Ery MC Bas  Neu Eos Mono

~

Macro

Figura 2. Modelo actual de la hematopoyesis humana. Los precursores comunes mieloides
y linfoides se generan a partir de una célula troncal. El precursor mieloide da origen a
diferentes estirpes celulares, incluidas las CCs. Thr: plaquetas; Ery: eritrocitos; MC: células
cebadas; Bas: basofilos; Neu: neutréfilos; Eos: eosindfilos; Mono: monocitos; Macro:
macrofagos; BC: linfocitos B; TC: linfocitos T; NK: linfocitos asesinos naturales. Imagen
modificada de [5].

Las CCs se consideran células muy conservadas y antiguas, ya que estan
presentes en todas las clases de vertebrados [8]. Al igual que otras células del
sistema inmune, las CCs pueden polarizarse hacia diferentes subpoblaciones
fenotipica y funcionalmente distintas [9]. El tipico paradigma de clasificacion

2
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agrupa a las CCs en dos subtipos dependiendo del tejido donde se localicen 'y
de su contenido granular. En humanos: las positivas a triptasa (MCr, del inglés
Mast Celliyptase) se localizan principalmente en mucosas; y las positivas a
triptasa y quimasa (MCrc, del inglés Mast Cellrryptaseichymase), Se localizan
preferentemente en la piel. Por otra parte, en roedores, se clasifican en CCs
de tejido conectivo (CTMC, del inglés Connective Tissue Mast Cells), cuyos
granulos contienen abundante heparina; y en CCs de mucosas (MMC), con
poca o nula cantidad de heparina [1,10]. Gracias al empleo de técnicas de
secuenciacion masiva de nueva generacion, se ha establecido que las CCs
son células heterogéneas que adquieren una firma transcripcional acorde a los
estimulos que reciben del microambiente local donde residen y ha dejado un
poco de lado este viejo paradigma de Unicamente dos subpoblaciones de CCs
para dar paso a una clasificacion mas precisa basada en su perfil

transcripcional [11].

Estudios en humanos y roedores han demostrado que, dependiendo el tejido
donde finalmente residan las CCs, éstas van a expresar marcadores de
superficie y moléculas de sefializacién que las hace Unicas en comparacion
con CCs de otros tejidos, demostrando la existencia de muchas mas
subpoblaciones de CCs [12,13]. Esta plasticidad fenotipica dependiente de
cada tejido y la heterogeneidad transcriptomica de las CCs, las hace Unicas y
alejadas de otras células del sistema inmune como los macréfagos o los
linfocitos [12,14].

Los cambios fenotipicos de las CCs ante los diferentes estimulos que reciben
del microambiente local van desde diferencias en el contenido de sus granulos
y en los patrones de expresion de citocinas y receptores [15], hasta la
susceptibilidad a ser activadas por diferentes estimulos, su capacidad para
producir diferentes mediadores inflamatorios y la magnitud de sus respuestas

de secrecion [16].
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1.3. Mecanismos de activacion de las CCs

Las CCs liberan una gran variedad de mediadores inflamatorios en respuesta
a la activacion de sus receptores intracelulares y de membrana [4]. Ademas,
se sabe que las CCs son susceptibles de ser activadas en microambientes
hostiles, en donde hay cambios metabdlicos importantes como acidificacion
del medio y disminucion en los niveles de oxigeno, y esta activacion no sigue

la via clasica de activacion que involucra la interaccion ligando/receptor [17].

La via de activaciébn mas comun en las CCs es a través del receptor de alta
afinidad para la inmunoglobulina E (IgE), el cual se conoce como FceRI. La
activacion de este receptor por complejos IgE/Ag media las reacciones
alérgicas, por lo que, la activacion de las CCs a través de este receptor ha sido
ampliamente estudiada en las reacciones de hipersensibilidad tipo | [18].

Ademas del FceRlI, las CCs también expresan receptores Fc para IgA e IgG,
receptores para adenosina, C3a, citocinas y quimiocinas, y receptores de
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs, por
sus siglas en inglés Pathogen-associated molecular pattern), como los
receptores tipo Toll (TLRs), que estan involucrados en el reconocimiento de
agentes patégenos y en la defensa del huésped [19] [1]. En la Figura 3 se
muestra un esquema de los receptores de superficie expresados en CCs

humanas.
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IL-4Ra  Kit FceRl FeyRIIA

C5aR1/CD88

iar ,, C5aR2

Figura 3. La gran variedad de receptores presentes en la membrana de CCs humanas. Las
CCs humanas expresan receptores Fc, como el FceRl y el FcyRIIA. También expresan al
receptor KIT (CD117), el cual es activado por el factor de células progenitoras (SCF, por sus
siglas en inglés Stem cell factor). Este receptor junto con el FceRI se consideran marcadores
caracteristicos de las CCs. Otra familia de receptores expresados por las CCs, son los
receptores de reconocimiento de patrones, como el receptor tipo Toll (TLR)-4, que es activado
por el lipopolisacérido bacteriano (LPS). Ademas, las CCs expresan receptores para citocinas
y quimiocinas, adenosina, endocannabinoides, factores de crecimiento y anafilatoxinas.
Finalmente, estas células expresan co-receptores necesarios para la activacion de células T,
como CD40L, OX40L, ICOS-L, PD-L1 and PD-L2. Imagen tomada de [20].

Gracias a que las CCs expresan una constelacion tanto de receptores de
superficie como intracelulares, tienen la capacidad de responder a una gran
variedad de estimulos inmunologicos y no inmunologicos presentes en el
medio extracelular, tanto en contextos fisiolégicos como patolégicos [8,20].
Debido a que la activaciéon del receptor FceRI es de suma importancia en la
biologia de las CCs y en la fisiopatologia de las alergias [18], a continuacién,
se describe con mas detalle la via de sefializacion desencadenada por este

receptor.
1.3.1. Via de sefalizacién del receptor FceRl

El receptor FceRI consta de una subunidad a, que reconoce con gran afinidad
a la IgE; una subunidad B y dos subunidades vy, las cuales contienen motivos
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de activacion en tirosinas (ITAMs, por sus siglas en inglés Immunoreceptor

Tyrosine-based Activation Motif) [21].

La union de la IgE al FceRI expresado en las CCs se conoce como
sensibilizacion, y tiene un efecto positivo en la sobrevivencia de las CCs. Se
ha demostrado que la IgE (por si sola) puede inducir un aumento en la sintesis
y produccion de factores angiogénicos como el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF, por sus siglas en inglés Vascular Endothelial
Growth Factor) [22,23] (Figura 4A). Dada la alta afinidad del FceRI por la IgE
(KD ~101° M), considerada una de las mas altas en farmacologia, ésta se
encuentra principalmente unida al receptor y hay muy poca IgE como

anticuerpo soluble en circulacion [4,24].

Por otro lado, cuando la IgE (unida al FceRI) reconoce a un antigeno
especifico, dos 0 mas moléculas FceRI se entrecruzan y activan, dando lugar
a una via de sefalizacion muy compleja que [24] involucra la activacion de
cinasas de tirosinas (PTKs, por sus siglas en inglés protein tyrosine kinases)
como LYN, FYN y SYK. En la Figura 4B se ilustra la cascada de sefializacién
simplificada que se desencadena tras la activacion de este receptor, que se
ha dividido para su estudio en via principal, la cual involucra a las cinasas LYN
y SYK; y una via complementaria, en la que participan las cinasas FYN y SYK.
La via principal inicia con la activacion de LYN, que fosforila los ITAMs de las
cadenas B y y del FceRI e induce el reclutamiento de SYK, la cual se asocia
principalmente con las cadenas y del FceRl y fosforila a un adaptador conocido
como LAT (linker for activation of T cells). LAT funciona como una proteina de
andamiaje que recluta otras proteinas formando grandes complejos cerca de
la membrana plasmatica que permiten la amplificacion de la sefal. Dentro de
las proteinas reclutadas por LAT se encuentra la fosfolipasa C gamma (PLCy),
la cual, una vez activada, produce dos segundos mensajeros muy importantes:
el diacilglicerol (DAG) y el inositol trifosfato (IP3), induciendo la activacion de
la PKC y la liberacién de calcio (Ca?*) intracelular, respectivamente. Respecto

a la via complementaria, la activacion de FYN y SYK inducen el reclutamiento
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de otras proteinas como VAV, GRB2 y SOS, probablemente mediante la
activacion de el adaptador NTAL (non-T-cell activation linker). EI complejo
GRB2/SOS (compartido en ambas vias) activa a las proteinas RAS, que, en
consecuencia, activan la cascada de las MAPK cinasas y conlleva a la
activacion de factores de transcripcion y sintesis de eicosanoides via la
fosfolipasa A2 (PLA2) [21,25].

La respuesta efectora de esta cascada de sefializacion involucra la secrecion
rapida y masiva de mediadores inflamatorios preformados, mediante un
proceso conocido como desgranulacidon anafilactica. Ademas, la activacion del
FceRIl induce la sintesis de novo de mediadores lipidicos, citocinas,
quimiocinas y factores de crecimiento, que pueden ser liberados por secrecién
constitutiva [26]. La desgranulacion de las CCs involucra dos eventos claves
rio abajo de la activacion del FceRl. Por un lado, un aumento en la
concentracion de Ca?* intracelular, dado principalmente por la activacion
PLCy, y por otro, la reorganizacion del citoesqueleto que permitira la
movilizacion y fusion de los granulos con la membrana plasmatica, para que,
finalmente, se libere su contenido [25,27]. Dentro de los mediadores
inflamatorios liberados tras la activacion del FceRI, se encuentra la histamina,
que, una vez que se une a sus receptores, induce los signos y sintomas
clasicos de las reacciones alérgicas [28]. También se liberan enzimas como la

B-hexosaminidasa, triptasa y quimasa e incluso citocinas como el TNF-a [29].
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Figura 4. Via de sefalizacion del receptor FceRI en CCs. A) La unién de la IgE a la cadena
a del FceRI se relaciona con la sobrevivencia de las CCs y con un aumento en la sintesis y
secrecion de VEGF, mediante un mecanismo dependiente de la cinasa FYN. B) El
entrecruzamiento del FceRI induce una cascada de sefalizacion compleja que involucra a
cinasas de tirosinas como LYN, FYN y SYK, que fosforilan diferentes proteinas formando
grandes complejos moleculares cerca de la membrana celular, y que culmina con la
movilizacion de los granulos secretores y posterior fusion con la membrana plasmatica para
la liberacion de mediadores inflamatorios preformados y sintetizados de novo. Imagen

creada por Segura-Villalobos, 2022.

1.4. Principales funciones de las CCs

Dada su localizacion estratégica en sitios expuestos al ambiente externo,
como la piel y las mucosas, las CCs son de las primeras células en montar una
respuesta inmune en contra de un agente potencialmente dafino para el
huésped, desempefiando asi un papel muy importante en la defensa contra
bacterias, parasitos, virus y hongos, asi como en la detoxificacion de venenos
de artrépodos y reptiles [17,19,30]. La activacién y desgranulacion de las CCs
podria ser la base fisiopatoldgica de numerosas enfermedades, incluidas las
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alergias, el asma, enfermedades cardiovasculares, y el cancer [17,31,32].
Respecto a esto ultimo, se sabe que la participacion de las CCs en el desarrollo
tumoral es bifasica y parece depender de numerosos factores, como el tipo y
estadio del tumor, la localizacion anatomica de las CCs (ya sea peri o
intratumoral), asi como de los estimulos que estas células reciben del
microambiente local [17,33—-35]. Sin embargo, los mecanismos moleculares y
los estimulos especificos que llevan a la polarizacion de las CCs hacia un
fenotipo pro o anti tumorigénico no se conocen del todo y son materia de

investigacion muy activa.
1.5. Participacion de las CCs en el desarrollo tumoral

Si bien las CCs han sido ampliamente estudiadas por su participacion en las
alergias, también son relevantes en enfermedades que cursan con periodos
de inflamacién cronica, como el cancer [20]. Las CCs son capaces de infiltrar
los tumores sélidos a través de factores quimioatrayentes liberados por las
células tumorales, como el SCF. Una vez alli, se conocen como CCs asociadas
a tumores o TAMCs por sus siglas en inglés “Tumor-Associated Mast Cells”.
La activacion y liberacion de mediadores por parte de las TAMCs puede tener
efectos benéficos o deletéreos en el desarrollo del tumor, que van desde
potenciar la respuesta inmune antitumoral a través del reclutamiento de células
inmunes, hasta promover procesos necesarios para el crecimiento y
progresion del tumor como la angiogénesis, linfangiogénesis, fibrosis y

metastasis [36] (Figura 5).
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Figura 5. Efectos de las CCs en la progresion tumoral. Las células tumorales liberan factores
quimioatrayentes como el SCF que induce la migracion de CCs hacia el tumor. Una vez alli,
las CCs asociadas a tumores o TAMCs pueden ser activadas por moléculas presentes en ese
microambiente, lo cual induce la liberacion de mediadores inflamatorios preformados o
sintetizados de novo, que van a tener efectos positivos y/o negativos en el desarrollo del tumor.

Imagen modificada de [36].

Las CCs son una fuente importante tanto de moléculas pro-tumorigénicas
(VEGF-A, TGF-B, adenosina) como anti-tumorigénicas [17,37,38]. En algunas
neoplasias como el linfoma de Hodgkin, las CCs tienen un papel pro-tumoral;
en otras, como el cancer de mama, tienen un papel protector, mientras que en
algunos tipos de cancer parecen ser, aparentemente, espectadoras inocentes
[39-41]. Estos resultados contradictorios sugieren que el papel de las TAMCs

y sus mediadores liberados al TME podria ser especifico del tipo de cancer.

Particularmente, se sabe que el incremento en la infiltracibn de CCs
correlaciona con un aumento en la microvasculatura tumoral y una peor
prognosis del melanoma, tanto en biopsias humanas como en modelos
murinos [36,42,43]. Estudios in vitro en nuestro laboratorio han demostrado
gue la presencia de IgE monomérica en el medio de cultivo es capaz de inducir
la produccién del VEGF, y que esto se relaciona con un fenotipo
proangiogeénico de las CCs. Utilizando un modelo murino de melanoma, se
encontré que, en estas condiciones, las CCs favorecen el crecimiento del
tumor de melanoma [23], por lo que, al menos en este modelo, las CCs juegan

un papel protumoral. De manera interesante se observd que el crecimiento
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tumoral se ve favorecido en presencia de altas concentraciones de IgE en el
plasma de ratones, por lo que, podria existir una estrecha relacion entre la

atopia (altas concentraciones de IgE en suero) y el cancer.
1.5.1. Relacién entre alergias, cancer y CCs

Desde la postulacion de la teoria de la inmunovigilancia por el Dr. Paul Ehrlich
[44], se han realizado numerosos esfuerzos por elucidar los mecanismos
moleculares mediante los cuales las células del sistema inmune pueden
reconocer y erradicar las neoplasias, incluso antes de que se produzcan las
manifestaciones clinicas, protegiendo asi al huésped del cancer [45,46]. Esta
teoria ha dado lugar a la inmunoterapia contra el cancer, cuyo objetivo
fundamental es utilizar al sistema inmunologico para atacar y eliminar
especificamente a las células cancerosas, preservando al mismo tiempo a las

células sanas.

Esto ha llevado a pensar que las patologias que cursan con una
sobreactivacion del sistema inmune, como las alergias, podrian evitar el
crecimiento y progresién tumoral. Las reacciones alérgicas son afecciones
causadas por la hipersensibilidad del sistema inmune frente a sustancias del
entorno que son tipicamente inofensivas, pero que, en una persona alérgica
puede incluso ocasionar la muerte [47]. Los principales actores de las
reacciones alérgicas son la IgE y las CCs, que liberan una gran cantidad de
mediadores inflamatorios como la histamina, cuyas acciones desencadenan

los signos y sintomas clasicos de estos padecimientos [48].

Desde principios del siglo XX, se ha discutido la relacion que existe entre la
aparicion de tumores malignos y las alergias, y esto ha dado lugar al
surgimiento de una nueva disciplina cientifica conocida como Alergo-
Oncologia [49]. Desde entonces, se han llevado a cabo numerosos estudios
epidemioldgicos que asocian el riesgo de desarrollar cAncer con las alergias o
bien con los niveles altos de IgE en circulacion. Algunos estudios sugieren que

existe un menor riesgo de padecer cancer en pacientes que presentan alergias

11
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junto con una menor prevalencia de atopia en pacientes con cancer [50],
mientras que otros, apuntan a un papel de las alergias y la atopia totalmente
opuestos [51]. Estos resultados controversiales y contradictorios dificultan una
conclusién contundente sobre la relacién entre alergias y cancer y, hasta la

fecha, sigue siendo objeto de debate.

Se han propuesto varias hipotesis que tratan de explicar la compleja relaciéon
entre la IgE, las alergias y el cancer [52], las cuales se describen brevemente

a continuacion:

a) La hipotesis de la inflamacion cronica, que postula que la inflamacién
desencadenada por las reacciones alérgicas y atopicas provoca dafio
oxidante y subsecuentes mutaciones genéticas, lo que conduciria a un
mayor riesgo de desarrollar cancer.

b) La hipétesis del sesgo hacia una respuesta inmune Th2. Este postulado
afirma que la atopia favorece las respuestas Th2 sobre las Thl (que
reconocen y atacan al tumor), favoreciendo un entorno inmunosupresor
y permisivo para la progresion tumoral.

c) La hipotesis de la inmunovigilancia afirma que la atopia es un reflejo de
una respuesta inmune potenciada, que puede activar células inmunes
efectoras capaces de eliminar las células precancerosas.

d) La hipétesis de la profilaxis propone que los sintomas de las alergias,
como la tos y estornudos, pueden expulsar sustancias potencialmente

carcindgenas, disminuyendo asi el riesgo de desarrollar cancer.

Respecto a las principales células efectoras de las alergias (las CCs), un
estudio reciente demostré6 un mayor riesgo de desarrollar tumores solidos
(principalmente melanoma) en pacientes diagnosticados con mastocitosis
sistémica, una condicion caracterizada por un incremento en la densidad y
actividad de las CCs [53], sugiriendo que la sobreactivacion de las CCs podria

estar intimamente relacionada con el desarrollo de ciertos tumores malignos.

12
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A pesar de que se dispone de un gran numero de pruebas para investigar la
conexion entre la IgE, las alergias/atopia, CCsy el riesgo de desarrollar cancer,
no se tiene una nocién concluyente sobre los mecanismos exactos de dicha
relacion, debido a que resulta dificil la comparacion entre estudios con
diferentes aproximaciones experimentales, asi como a la falta de seguimiento
de patologias asociadas al cancer. Ademas, es necesario considerar otros
factores que pueden aumentar el riesgo de desarrollar cancer, como el
tabaquismo y los antecedentes familiares; asi como las condiciones
prevalentes en el microambiente donde se desarrolla el tumor, que en

determinado momento pueden promover el crecimiento y progresion de éste.
1.6. Caracteristicas del microambiente tumoral

El microambiente tumoral (TME, por sus siglas en inglés Tumor
Microenvironment) es el nicho donde se desarrolla el tumor, donde coexisten
las células tumorales junto con diferentes poblaciones de células no tumorales,
como las células del sistema inmune, que pueden ser residentes de ese tejido
o infiltrar los tumores por diferentes mecanismos [54,55]. EI TME se
caracteriza por formar estructuras muy complejas con los vasos sanguineos,
los vasos linfaticos y la matriz extracelular, generando un entorno caoético y
hostil que favorece el crecimiento y metastasis del tumor y puede, en
determinado momento, favorecer un estado de inmunosupresién que lo hace

invisible y resistente al ataque del sistema inmune [56].

El estudio del TME es de gran importancia, ya que su influencia sobre las
células tumorales modifica la respuesta a las terapias convencionales como la
radio y la quimioterapia, y, por lo tanto, constituye uno de los mayores retos
para el disefio de nuevas terapias contra el cancer. Ademas, la creciente
evidencia de que las células inmunes asociadas a los tumores pueden eliminar
o promover (en algin momento) el crecimiento de estos exige una
investigacion mas detallada de los mecanismos moleculares por los cuales el

sistema inmune se vuelve aliado o enemigo en la lucha contra el cancer.
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1.6.1. Cambios metabdlicos en el TME: el caso de la hipoxia

El TME se caracteriza por cambios metabdlicos asociados con la alta tasa de
proliferacion de las células tumorales, lo cual implica un aumento en el
consumo de glucosa y otros metabolitos por parte de estas células, para poder
cubrir el alto gasto energético que implica la division celular. Como
consecuencia de esto, el TME se torna un medio A&cido, oxidante,
inmunosupresor e hipéxico [56,57] (Figura 6). El desbalance entre el
suministro y el consumo de oxigeno (O2), fendmeno conocido como hipoxia,
es una caracteristica comun de todos los tumores solidos que se asocia con
un peor prondstico [58-60], por lo que, entender los efectos que tiene esta
condicién en el TME se vuelve relevante para el disefio de nuevas y mejores

terapias contra el cancer.
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Figura 6. Principales caracteristicas del TME. El nicho donde se desarrolla el tumor es un
ecosistema muy complejo formado por células tumorales y no tumorales, vasos sanguineos,
matriz extracelular, entre otros. Ademas, las condiciones derivadas del metabolismo anormal
de las células tumorales promueven un aumento en la acidificacién del medio, estrés oxidativo,
inmunosupresién y, de manera muy importante, una disminucion en los niveles de Oz. Imagen
modificada de [61].
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1.6.2. La hipoxia tumoral y la via del factor inducido por hipoxia (HIF)

Mantener los niveles adecuados de Oz es una necesidad primaria para los
organismos aerobios, ya que esta molécula funciona como aceptor final de
electrones de la cadena de transporte de electrones durante la fosforilacion
oxidativa mitocondrial, un proceso clave para la adecuada produccion de
adenosin trifosfato (ATP), una molécula proveedora de energia para las
células [62]. Los niveles normales de Oz varian dependiendo el tejido u érgano,
oscilando entre ~4.6 - 9.4 %, mientras que la concentracion de este gas en los
tumores alcanza niveles de 1 - 2 % o menos [63]. Recientemente se han
descrito dos tipos de hipoxia en los tumores solidos: la hipoxia crénica (chH),
que se caracteriza por un déficit en la concentracién de Oz durante periodos
continuos y prolongados de tiempo (de al menos varias horas); y la hipoxia
intermitente o ciclica (cyH), que describe periodos fluctuantes de O2 asociados

principalmente a un patron de hipoxia/reoxigenacién [64,65].

Cuando una célula sensa los niveles bajos de Oz, monta una respuesta rapida
que le permitird sobrevivir y/o adaptarse a esta condicién adversa, modificando
la expresion de genes involucrados en la supervivencia celular y la apoptosis
[66]. Se sabe que la hipoxia lleva a la estabilizacion del factor inducido por
hipoxia 1 (HIF-1), el regulador maestro que coordina la 6ptima adaptacion de
la célula a la escasez de O2. HIF-1 es un factor de transcripcién formado por
una subunidad B (constitutiva) y una subunidad a (regulada por O2). En
condiciones de normoxia, las enzimas prolil-hidroxilasas (PHDs) hidroxilan
residuos de prolinas de HIF-1a, lo cual induce su ubiquitinacion a traves de la
proteina supresora de tumores von Hippel-Lindau (VHL). Esto conduce a la
desestabilizacion y posterior degradacion proteasomal de HIF-1a. Otro
mecanismo de degradacion de HIF-1a es via el factor inhibidor de HIF (FIH),
una enzima que hidroxila la asparagina 803 de HIF-1a y esto bloquea su
interaccion con p300/CBP, un coactivador del complejo HIF que incrementa la
expresion de sus genes blanco [67] (Figura 7, panel izquierdo). Tanto las PHDs

como FIHs son enzimas que utilizan como cofactor al Oz, por lo que, en
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condiciones de hipoxia, HIF-1a no se degrada, y en consecuencia se acumula
y transloca al nucleo, donde forma un heterodimero con HIF-1B. Este complejo
transcripcional se une a los elementos de respuesta a la hipoxia (HRE) para
inducir la expresion de varios genes blancos de HIF (Figura 7, panel derecho).
Estos genes se relacionan con mecanismos de adaptacion a la hipoxia, como
el aumento de la generacidbn de ATP por vias anaerobicas a través de la
glucdlisis, el aumento del suministro de O2 a través de la angiogénesis y el
aumento de la oxigenacion de la sangre a través de la eritropoyesis [68].
Ademas, se sabe que HIF-1a induce la proliferacion celular y la migracién, por
lo que desempefia un papel fundamental en la supervivencia y progresion del
tumor [67,69].
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Figura 7. La hipoxia y la via de HIF-1a. En condiciones de normoxia, las prolilhidroxilasas
(PHDs) hidroxilan a HIF-1a en dos residuos especificos de prolina (402 y 564), marcandolo
para su degradacion proteasomal en un proceso mediado por la ubiquitinacion dependiente
de la proteina supresora de tumores von Hippel-Lindau (VHL). Por otro lado, el factor inhibidor
de HIF (FIH) hidroxila a HIF-1a en la asparagina 803, lo cual impide la unién del coactivador
transcripcional p300/CBP (izquierda). Bajo condiciones de hipoxia, las PHDs y FIHs son
incapaces de hidroxilar las subunidades de HIF-a, por lo que, esta proteina se acumula y se
transloca al nlicleo donde forma un dimero con HIF-1B y se une a los elementos de respuesta
a la hipoxia (HRE) en el ADN, para, finalmente, inducir la transcripcion de genes blanco de

HIF (derecha). Imagen creada por Segura-Villalobos, 2022.
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1.6.3. Diferencias entre la hipoxia cronica (chH) y la hipoxia ciclica (cyH)

Los efectos de la chH y la cyH han sido estudiados principalmente en células
endoteliales y en lineas tumorales, y se han encontrado diferencias
principalmente en las vias de sefializacion desencadenadas por cada tipo de
hipoxia. Se ha demostrado que la cyH, en comparacion con la chH, induce una
mayor acumulaciéon de HIF-1a, después de cada periodo de reoxigenacion, y
que estos periodos de reoxigenacion incrementan la produccion de ROS y la
fosforilacion de ciertas proteinas como Akt, ERK1/2 y la eNOS [70]. El
incremento en la produccion de ROS se debe a que la cyH induce la
sobreexpresion de la subunidad 4 de la NADPH oxidasa, un complejo

enzimatico que es fuente importante de ROS en la célula [71].

También se ha demostrado que las células endoteliales sometidas a cyH, en
comparacion con las sometidas a chH, son mas resistentes al estrés
proapoptoético inducido por privacién de suero o por radiacion, y que ademas,
incrementan su capacidad de migracién y de formacion de tibulos [59]. Todos
estos resultados se han obtenido utilizando protocolos de cyH cortos (por
ejemplo: 3-4 ciclos de 1 h al 1% de O2 por 30 min de reoxigenacion). Esto
concuerda con las determinaciones in vivo de los niveles de O2 en diferentes
tumores solidos, en la cual se demostré que, utilizando tecnologia de imagen
en tiempo real, los periodos de hipoxia/reoxigenacion varian de minutos a
horas [72].

1.7. Hipoxia ciclicay progresién tumoral

El aumento de la demanda de O2 por parte del tumor en crecimiento induce un
proceso angiogénico o formacion de nuevos vasos sanguineos, con la
finalidad de reestablecer los niveles normales de Oz y el remodelado de la
vasculatura tumoral [59]. Sin embargo, estos vasos sanguineos son estructural
y funcionalmente anormales y dan como resultado una microcirculacion
alterada, llevando a la deficiencia en el transporte de O2. La estructura cadtica

y poco jerarquica de la red de vasos sanguineos que alimentan al tumor tiene
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como consecuencia una perfusion irregular del tejido tumoral (Figura 8),
exponiendo a las células a periodos alternos de baja concentracion de O:2
(hipoxia) y reoxigenacion [60,64]; es decir, existe un patron de cyH en los
tumores sélidos, por lo que este tipo de hipoxia ha tomado gran relevancia en

el disefio de nuevas terapias contra el cancer.

Tejido normal Tumor

Figura 8. Estructura de la red vascular en un microambiente normal y en un microambiente
tumoral. La inyeccion del colorante rojo de dextran revela que la red vascular de un tejido
normal presenta poca permeabilidad, que se observa por los perfiles bien delineados de estos
vasos (izquierda); mientras que la red vascular asociada al tumor presenta una tincion difusa,
debido a que hay fuga del colorante, el cual difunde hacia los tejidos cercanos (derecha).

Imagen tomada de [73].

Los efectos de la cyH en el desarrollo tumoral no se conocen del todo debido
a la dificultad que implica estandarizar protocolos que validen la repeticion de
los ciclos de hipoxia/reoxigenacion [74]. Pese a esto, se ha demostrado que la
cyH es capaz de inducir la activacién de factores de transcripcion, como NF-
kB, tanto en células endoteliales como en células tumorales [65,75], y que la
activacion de dichos factores afecta el comportamiento de las células
tumorales a través de cambios en la expresion de diversos genes, lo cual
conduce a cambios en su fenotipo. Respecto a esto, Olbryt y colaboradores
utilizaron perfiles globales de expresion génica para evaluar tres lineas
celulares de cancer (melanoma, cancer de ovario y cancer de prostata) que
fueron sometidas a protocolos de cyH e chH. Los resultados mostraron que, la

cyH, en comparacion con la chH, aumenta la expresion del gen que codifica
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para la IL-8, del activador de plasmindgeno tipo urocinasa (PLAU) y de genes
relacionados con la via del factor de crecimiento epidérmico (EGF) [76].
Haciendo un analisis mas detallado, Boidot y colaboradores expusieron 20
diferentes tipos de lineas celulares de céancer, a periodos de
hipoxia/reoxigenacion (30 min al 1 % de O2 seguidos de 30 min al 21 % de O2
por 24 ciclos) o a hipoxia prolongada (24 h al 1% de O2), y observaron
alteraciones especificas en la expresion de genes, Unicamente cuando las

células fueron sometidas a cyH [77].

En general, el papel de la cyH en el desarrollo tumoral se relaciona con la
induccion de un fenotipo canceroso mucho mas agresivo, en comparacion con
la chH. Diversos estudios han demostrado que, la cyH potencia la migracion,
invasion y metéstasis de diversas lineas tumorales; y las hace menos
sensibles a las terapias convencionales como la radio y quimioterapia [64,78].
De hecho, aunque la chH también promueve la progresion tumoral y la
resistencia a las terapias convencionales, las grandes cantidades de ROS
producidas durante los periodos de reoxigenacion, hacen que la cyH sea
Gnica, por lo que, las vias de sefializacién especificas desencadenadas por
este tipo de hipoxia podrian ser blancos terapéuticos en el disefio de nuevas

terapias para el cancer.

1.8. Efecto del TME en el cambio de fenotipo de las células inmunes

asociadas a los tumores

Los cambios fisicoquimicos del TME modifican el fenotipo no solo de las
células tumorales, sino también el de las células que rodean al tumor o estan
interactuando directamente con éste. El conjunto de estas células no
tumorales recibe el nombre de estroma, y esta compuesto principalmente por:
fibroblastos, células endoteliales, pericitos, y, de manera importante, por
células del sistema inmune innato y adaptativo (ver Figura 6) [79]. Dentro de
las células inmunes innatas del linaje mieloide que mas infiltran los tumores
sélidos, se encuentran los macrofagos, las células dendriticas (DCs) y, de
especial interés para este trabajo, las CCs [80]. Dadas sus capacidades
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plasticas, las células del sistema inmune innato pueden adquirir diferentes
caracteristicas y presentar una gran diversidad de fenotipos que favorecen el

crecimiento y desarrollo del tumor [33,81].

Consistente con esta idea, los macréfagos presentan fenotipos bien definidos
dependiendo de su mecanismo de activacion. Por ejemplo, la activacion por la
via clasica, se lleva a cabo a través de ligandos como el lipopolisacarido
bacteriano (LPS) o el IFN-y, compuestos que inducen un fenotipo
proinflamatorio o M1; mientras que la activacion por la via alterna, ocurre
mediante ligandos como IL-4 y/o IL-13 y los polariza hacia un fenotipo
predominantemente antinflamatorio o “reparador”’ (M2) [82]. Por otra parte, en
el TME existen diversos estimulos que pueden activar a los macréfagos, como
la hipoxia. Sin embargo, la estimulacién por hipoxia no se clasifica como
estimulo M1 o M2 y es referida como M1-like para los macréfagos con funcion
anti-tumorigénica y M2-like para los que presentan una actividad pro-

tumorigénica [33,83].

Al igual que los macréfagos, las CCs pueden cambiar su fenotipo dependiendo
del tejido donde residan y de los estimulos que reciben [15]. Aunque no existe
una clasificacion detallada de los fenotipos expresados por las CCs, se sabe
que son células con una gran plasticidad, lo cual esta sustentado por diversos
estudios que han demostrado que son el tipo celular que posee mas
variaciones a nivel transcripcional, comparadas con otras células del sistema
inmune; y que, incluso las CCs aisladas de diferentes tejidos muestran un perfil
de expresion genética muy variado [10,12]. Hasta la fecha no existen estudios
que se centren en diferenciar los fenotipos de las CCs en condiciones
patolégicas especificas, como el cancer, donde el microambiente es muy
variado y puede, sin duda, modificar las caracteristicas fenotipicas de este tipo

celular.
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1.9. ¢Existe la polarizacion de las CCs hacia fenotipos bien definidos?

La gran plasticidad de las CCs sugiere que pueden modificar su fenotipo en
diferentes contextos celulares. Sin embargo, hasta la fecha no hay panel de
marcadores especificos que puedan diferenciar a estos fenotipos de CCs. Se
ha propuesto que, en un contexto patologico, las CCs se polarizarian a dos
fenotipos distintos, similares a los fenotipos de los macréfagos. Estos dos
fenotipos hipotéticos de denominan MC1 y MC2 (MC, del inglés Mast Cells), y
estan relacionados con un perfil de secrecion de mediadores pro y
antiinflamatorios, respectivamente. De acuerdo con esta novedosa idea, el
fenotipo MC1 se caracterizaria por una baja expresion de IL-10 y la capacidad
de inducir un alto infiltrado celular inflamatorio, mientras que el fenotipo MC2
se caracterizaria por una elevada sintesis y liberacion de IL-10, lo que llevaria
a un débil infiltrado celular inflamatorio [84]. En el contexto del cancer, el
fenotipo MC2 podria promover el reclutamiento de células T reguladoras
(Tregs) hacia el TME, lo que promoveria un ambiente inmunosupresor que
podria impedir la correcta identificacion y eliminacion del tumor por parte del
sistema inmune, y, por lo tanto, al igual que los macréfagos M2-like, las CCs
con fenotipo MC2 se relacionarian con un papel protumoral. Esta hipotesis
esta sustentada por estudios hechos en biopsias de tumores (especificamente
cancer gastrico y carcinoma hepatocelular), donde se encontré una correlacion
positiva entre la triptasa (marcador de CCs) y FOXP3, un marcador de células
Tregs [85,86].

De acuerdo con esta hipotesis, otros autores han sugerido que los mediadores
inflamatorios liberados por las células MC1 podrian tener un rol antitumoral,
mientras que las MC2, desempefiarian un papel protumoral [17,36]. Es
importante resaltar la participacion del TME en esta funcién dual de las CCs,
ya que, los estimulos presentes en el este nicho podrian estar polarizando a

las CCs hacia uno u otro fenotipo.
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1.10. Efecto de la cyH en el cambio de fenotipo de las CCs

Hasta la fecha, el efecto de la cyH en el cambio de fenotipo de las CCs no ha
sido investigado. Sin embargo, se sabe que las CCs modifican su perfil de
secrecion en condiciones de chH. Un trabajo pionero demostré que CCs
derivadas de cordon umbilical humano expuestas a hipoxia continua,
aumentaron la secrecion de IL-6 de todo un panel de citocinas, y esta IL-6 se

relaciond con la sobrevivencia de las CCs [87].

Evidencias de nuestro laboratorio sugieren que hay un incremento en el
namero de CCs asociadas a tumores de melanoma murino y que estas células
se localizan en regiones hipéxicas dentro del tumor [42]. Ademas, las BMMCs
expuestas a un protocolo de chH aumentan la secrecion de la quimiocina CCL-
2 y la translocacion de canales de Ca?* tipo L hacia la membrana celular en
vesiculas positivas para la proteina LAMP-2 [36,42]. Esto sugiere que la
hipoxia es capaz de modificar el fenotipo de las CCs y posiblemente induce
cambios transcripcionales que las hace mas susceptibles de ser activadas, ya
que la reubicacién de la proteina LAMP-2 en la membrana plasmatica estas
asociada al proceso de desgranulacién tanto en CCs como en basdfilos
[88,89].

Asi pues, es posible hipotetizar que las condiciones del TME podrian modificar
las propiedades plasticas de las CCs y llevarlas hacia un fenotipo mas
susceptible de ser activado por diferentes estimulos. Al ser la cyH una
caracteristica importante del microambiente de los tumores sélidos v,
considerando que las CCs presentan una gran plasticidad fenotipica, el
presente trabajo se centro en establecer y validar un modelo experimental de
este tipo de hipoxia y evaluar los cambios transcriptomicos que puede inducir
sobre las CCs, asociados al papel protumoral de este tipo celular en el

melanoma.
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2. JUSTIFICACION

El TME desempeiia un papel muy importante en la progresion y metastasis de
los tumores soélidos, y una de sus principales caracteristicas es la cyH. Sin
embargo, existen pocos estudios enfocados a estudiar la influencia que tiene
este tipo de hipoxia en las células inmunes asociadas a tumores. Por otro lado,
se sabe que las CCs infiltran los tumores sdlidos y una vez alli pueden ser
activadas por diferentes estimulos del TME, como la cyH. A pesar de eso, la
participacion de las CCs en el cancer sigue siendo controversial y no se sabe
si tienen un papel pro o antitumoral. Estudiar los diferentes fenotipos que
expresan las CCs en condiciones de cyH permitir4 identificar marcadores

importantes para determinar su papel en el desarrollo tumoral.
3. HIPOTESIS

Las CCs estaran presentes en zonas asociadas a cyH en un tumor de

melanoma murino.

La cyH inducira cambios en el fenotipo de las CCs relacionados con el
papel protumoral de este tipo celular.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Caracterizar los cambios transcripcionales y fenotipicos de las CCs expuestas
a cyH y relacionarlos con el posible papel de estas células en la progresion

tumoral.

4.2. Objetivos particulares
Evaluar la presencia de CCs en zonas de cyH dentro del tumor, utilizando

un modelo murino de melanoma y microscopia confocal.

Estandarizar un modelo de cyH en CCs mediante la expresion de algunos

marcadores relacionados con este tipo de hipoxia.
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Analizar, mediante RT-PCR y microarreglos, si la cyH induce cambios en

el transcriptoma de las CCs.
Validar algunos de estos marcadores por RT-qPCR y pruebas funcionales.

Caracterizar el fenotipo de las CCs inducido por la cyH, utilizando

aproximaciones moleculares y farmacolégicas.
5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales

Se utilizaron ratones de una edad aproximada de 8-12 semanas y un peso
entre 25-30 g. Los grupos utilizados fueron: ratones C57BL/6J (WT), ratones
c-kit Wsh/ Wsh (carentes de CCs o Wsh) y ratones c-kit Wsh/ Wsh reconstituidos
con CCs de animales WT (Wsh Rec). Los animales se mantuvieron con ciclos
12/12 de luz-obscuridad, temperatura (23 + 2 °C) y humedad relativa
controladas, con acceso libre a agua y comida. Todos los procedimientos se
realizaron siguiendo la Norma Oficial Mexicana NOM 062-Z0O0-1999 y fueron
aprobados por el Comité Institucional de Etica del Cinvestav (CICUAL), bajo el
protocolo No. 015-12.

5.2. Reconstitucion de los ratones Wsh

Los animales Wsh fueron reconstituidos con 2 x 106 BMMCs de 6 a 8 semanas
de edad, las cuales fueron lavadas y resuspendidas en buffer Tyrode’s sin
albumina y posteriormente fueron inyectadas via intravenosa en la cola de los
ratones, los cuales fueron monitoreados durante 4-6 semanas vy, transcurrido

este tiempo, se utilizaron para la generacion de los tumores de melanoma.

5.3. Cultivo de células B16-F1y generacion de tumores

La linea celular B16-F10 fue adquirida de la ATCC (CRL-6323) y fue cultivada
siguiendo las indicaciones de la ficha técnica. Brevemente, las células se
mantuvieron en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB), y una vez que alcanzaron una confluencia aproximada del 80 % - 90 %,

fueron despegadas con una solucidon de tripsina/EDTA al 0.05% vy
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resembradas en otra placa de cultivo. Para la inoculacion en ratones, se
usaron células que al menos hubieran tenido 3 pases desde su
descongelacién. Una vez despegadas las células, se lavaron 2 veces con
Tyrode’s sin albumina y fueron resuspendidas en 12-15 pL de este mismo
medio, para posteriormente inocular este volumen en los diferentes grupos de

ratones.

Para la generacion de tumores primarios, los ratones WT, Wsh y Wsh Rec
fueron anestesiados con una mezcla de ketamina /xilacina a una dosis de 40/4
mg/kg, respectivamente. Una vez anestesiados, se inocularon via subcutanea
con 500,000 células B16-F10 en el pabell6n de la oreja izquierda, mientras que
en la oreja derecha se inoculd solo vehiculo (Tyrode’s sin albamina). Los
ratones se monitorearon hasta observar el crecimiento tumoral, lo cual tomé
aproximadamente 3-4 semanas. Posteriormente, los ratones fueron
inyectados via intraperitoneal con pimonidazol (Hypoxyprobe™), a una dosis
de 60 mg/kg 30 min antes del sacrificio mediante inhalacion de CO2. Los
tumores fueron extirpados y fueron pesados para evaluar el crecimiento en los
diferentes grupos de ratones. Ademas, estos tumores fueron colocados en una
solucion de paraformaldehido al 4% durante 48 h, y posteriormente en una
solucion de sacarosa al 30% durante otras 48 h. Al finalizar este tiempo, los
tumores fueron almacenados a 4°C en sacarosa 30% m/v hasta su posterior
uso. La preparacién de medios y soluciones utilizadas en esta técnica se

describen en el anexo |I.

5.4. Inmunofluorescencia de las biopsias de tumores y microscopia
confocal

Para los ensayos de inmunofluorescencia, los tumores obtenidos de animales
C57BL6/J fueron embebidos en Tissue Tek O.C.T. (Sakura Finetek) y se
hicieron cortes de aproximadamente 30 um utilizando un criostato (Modelo
Hyrax C25, Carl Zeiss). Las rebanadas de tumores fueron depositadas en una
placa de cultivo de 24 pozos, donde fueron lavadas con PBS-1X e incubadas

con cloruro de amonio (NHCls, 50 mM) para disminuir la autofluorescencia del
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tejido. Después de esto, las rebanadas fueron lavadas con una solucion de
PBS mas Tween 20 al 0.1 % (PBS-T) para retirar el exceso de NHClsy se
boquearon durante 2 h a temperatura ambiente, con una solucidén que contenia
3% de albumina, 5% de suero de burro y 0.3% de Triton. La preparacion de

las soluciones mencionadas en este protocolo se describe en el anexo I.

Para la deteccidon de las zonas hipoxicas, las rebanadas de tumores se
incubaron con un anticuerpo anti-pimonidazol conjugado con FITC a una
dilucion de 1:150, durante toda la noche a 4 -C. En las mismas preparaciones,
se utilizaron anticuerpos anti-triptasa (1:50) y anti-CD31 (1:100) para detectar
CCs y vasos sanguineos, respectivamente. Después de la incubacion con los
anticuerpos primarios, las rebanadas de los tumores se incubaron con los
anticuerpos secundarios acoplados a fluor6foros (Alexa-647 para triptasa y
Alexa-546 para CD31) a una dilucion de 1:500, durante 2 h a temperatura
ambiente. Los nucleos se tifieron con DAPI (1:500) durante 5 minutos. Por
altimo, el exceso de DAPI se elimind lavando con PBS-T tres veces, y las
muestras se montaron con DABCO en un portaobjetos para su posterior

analisis en el microscopio confocal.

Las imagenes fueron adquiridas utilizando un microscopio confocal Carl Zeiss
Airscan LSM-800 con un objetivo de 10X y 40X (solo para amplificaciones). En
todos los experimentos, se realizaron controles negativos utilizando el mismo
protocolo para inmunofluorescencia, pero omitiendo el paso de la incubacion
con los anticuerpos primarios, y no se observé ninguna sefial significativa en
presencia unicamente de los anticuerpos secundarios, lo que indica una alta
especificidad de los anticuerpos utilizados. Las imagenes obtenidas se
analizaron utilizando el software Zen 2.3 SP1, Blue Edition, y el software Fiji-
ImageJ (NIH) acoplado con el pluging JaCoP. El analisis de colocalizacion se
realizd mediante los coeficientes de Manders (M1 y M2), que calculan el
porcentaje de la sefal total de un canal (canal 1) que se sobrepone con la

sefal del otro (canal 2) y viceversa.
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5.5. Obtencion de células cebadas derivadas de médula 6sea (BMMCs)

Las BMMCs se obtuvieron de ratones C57BL6/J (4-6 semanas de edad), a los
cuales se les extrajo la médula 6sea de la tibia. Estas células se cultivaron en
in vitro en medio RPMI suplementado con 20 ng/mL de IL-3, 10% de suero
fetal bovino inactivado, 25 mM de HEPES, 50 uM de B-mercaptoetanol, 0.1
mM de aminoacidos no esenciales, 1 mM de piruvato, 100 U/mL de penicilina
y 100 pg/mL de estreptomicina (ver anexo ), con lo cual se logré la
diferenciacion hacia CCs después de 4 semanas. El medio de cultivo se
cambio6 cada 7 dias, eliminando las células adheridas cada vez, y los cultivos
celulares se mantuvieron a una densidad de 1.0 — 1.5 x 108 células/mL en una
incubadora a 37°C con 5 % de CO:2 durante al menos 5 semanas. Para todos
los experimentos reportados en este trabajo, se utilizaron cultivos de 6-8

semanas de edad y a una densidad de 2.0 x 10° células/mL.

5.6. Protocolo de hipoxia ciclica

Las condiciones de hipoxia se indujeron in vitro utilizando una incubadora
Memmert modelo INC108 (Blchenbach, Alemania), que se gasific6 con 95%
de N2 y 5% de COz2 hasta alcanzar una concentracion de Oz del 1-2 %. Para
generar las condiciones de cyH, se sembraron las BMMCs en placas de 24
pozos y se expusieron a 4 ciclos de 1 h de hipoxia (1% de O2) alternada con
una reoxigenacion de 30 minutos (21% de O3). Este protocolo se tomé de un
estudio previo en células endoteliales [65], ya que en la literatura no hay

reportes de protocolos de cyH validados en CCs.

Para estandarizar las condiciones de la cyH, las BMMCs se recolectaron al
final de cada periodo de hipoxia y reoxigenacion (H1, R1, H2, R2, H3, R3, H4,
R4), siendo las células H1 las que fueron expuestas a 1 h de hipoxia, las
células R1 las sometidas a 1 h de hipoxia mas 30 min de reoxigenacion, y asi
sucesivamente hasta el final del protocolo de la cyH (6 h en total). Por otro
lado, las células norméxicas fueron expuestas a las mismas condiciones, pero

en concentraciones normales de O2 (21%) durante 6 h. En algunos
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experimentos, las BMMC fueron incubadas durante un periodo continto de 2.5

h al 1% de O2 para inducir condiciones de chH.

5.7. Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad de las BMMCs expuestas al protocolo de cyH fue evaluada
usando el Kit de viabilidad Muse™ Count & Viability (Millipore) siguiendo las
instrucciones sugeridas por el proveedor. Brevemente, 1.0 x 10° células
hipoxicas o0 normoxicas fueron incubadas durante 5 min a temperatura
ambiente con diferentes reactivos incluidos en el Kit a una dilucion 1:10. Tanto
las células viables como no viables se tifien diferencialmente en funcion de su
permeabilidad a los colorantes de ADN presentes en los reactivos.
Finalmente, las células fueron leidas en el Muse™ Cell Analyzer, y se
obtuvieron los gréficos correspondientes para cada grupo experimental

analizado.

5.8. Extraccion de RNA, sintesis de ADNc y PCR

2.0 x 108 BMMCs expuestas a normoxia o cyH fueron lisadas con 500 pL de
TRIzol (Sigma) y posteriormente se extrajo el ARN a través de la técnica fenol-
cloroformo-isopropanol. EI ARN aislado fue resuspendido en 7 pL de RNA
Secure ™ (Thermo Fisher), y su calidad y cantidad fue evaluada usando el
NanoDrop 2000. Para la sintesis de ADN complementario (ADNCc) se utilizaron
2 pg de RNA vy los reactivos del Kit Revert Aid First Strand cDNA Synthesis
(Thermo Fisher Scientific). La retrotranscripcion se hizo utilizando las
siguientes condiciones de termociclado: 5 min a 65°C, 60 min a 42°C y 10 min
a 70°C. Las muestras de ADNc se almacenaron a -20°C hasta su posterior

uso.

La expresion de Hif-1a, Vegf, Tnf-a, Ccl-2, II-6, 1I-4, 1I-2, Tgf-b, y Gapdh, fue

determinada por PCR en punto final, usando 5 puL de cada muestra de ADNc

y oligonucledtidos especificos para cada gen (ver tabla |, anexo Il). Los

protocolos de termociclado para estos genes fueron tomados de [90] y el

namero de ciclos para cada gen fueron previamente reportados (ver tabla I,

anexo Il). Finalmente, los productos de PCR fueron cargados en un gel de
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agarosa al 2%, y se corrieron utilizando un buffer a base de trizma, acido borico
y EDTA (TBE-1X, para preparacion ver anexo ), para finalmente ser
visualizados usando bromuro de etidio. La intensidad de cada banda se
cuantificacion utilizando el equipo MiniBIS Pro y normalizando con la Gapdh,

que fue el gen usado como referencia.

5.9. Determinacion de la produccion de especies reactivas del oxigeno

La produccion intracelular de ROS fue determinada por fluorometria utilizando
la sonda DCFH2-DA, la cual, en presencia de ROS se oxida a DCF y emite
fluorescencia, de tal forma que, la intensidad de fluorescencia es directamente
proporcional a la cantidad de ROS producidas por las células. Después de
exponer a las BMMCs (2.0 x 108 células/mL) al protocolo de cyH, éstas fueron
recolectadas, centrifugadas e incubadas por 30 min a 37°C con DCFH2-DA a
una concentracion final de 10 uM. Posteriormente, las células se centrifugaron
y se recupero el pellet celular, el cual se resuspendié con IGEPAL (0.1%) (para
preparacién ver anexo l), y el sobrenadante celular fue utilizando para hacer
la medicién en el lumindmetro BioTek MicroplateFLx800 a una longitud de
onda de 488/565 nm (excitacidon/emision). La produccion basal de ROS fue
medida en células incubadas en condiciones de normoxia durante 6 h. En
algunos experimentos especificos, las BMMCs fueron expuestas a hipoxia
continua 2 h y posteriormente a un periodo de reoxigenacion de 1 hora. Para
este caso particular, se utilizaron como control células mantenidas en

normoxia durante 3 h.

5.10. Microarreglos

Para el ensayo de microarreglos se utilizé un pool de ARN obtenido de tres
diferentes cultivos de BMMCs (4.0 x 106 células por cultivo), que fueron
evaluados funcionalmente mediante el ensayo de desgranulacion (ver
protocolo mas adelante y resultados en el anexo Ill) y posteriormente
incubados en normoxia (2.5 h al 21% O2) o en cyH (1 h al 1% O2 + 30 min al
21 % O2 + 1 h al 1% O2). El ARN de cada cultivo se obtuvo como se describe

en la seccién 4.8. y una vez obtenido, se evallio mediante un gel de agarosa
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para corroborar la integridad de la muestra extraida. Posteriormente, se hizo
un pool de las tres muestras y se volvio a cuantificar y a evaluar la integridad
del ARN (ver anexo Ill). Este ARN, tanto de las BMMCs normoxicas como
hipoxicas, fue enviado a la Unidad de Microarreglos del Instituto de Fisiologia
Celular (IFC), donde se realiz6 el microarreglo. Primero se sintetizé el ADNc
de cada muestra utilizando 10 pg de ARN y oligonucleétidos marcados dUTP-
Alexa 555 y dUTP-Alexa 647. La incorporacion del fluoroforo al ADNc se
analiz6 determinando la absorbancia a 555 y 650 nm para Alexa555 y
Alexa647, respectivamente. Cada muestra se marcé de la siguiente manera:
Alexa555 se utilizd para las células normoxicas mientras que Alexa647 se
utilizé para las células hipoxicas. Finalmente se hibridaron cantidades iguales
de ADNc marcado proveniente de ambas muestras (juntas), con los 22,000
oligonucledtidos de raton “arreglados” en el chip. Esto se llevé a cabo durante
14 h a 42°C en una solucién de hibridacién (UniHyb).

La adquisicion y cuantificacion de las imagenes del microarreglo se realizo en
un lector GenePix 4100-A con su software adjunto GenePix (Molecular
Devices). Para cada punto (gen), se calculd la intensidad de fluorescencia
obtenida de cada fluoréforo, utilizando el software ArrayPro Analyzer de Media
Cybernetics, como previamente se ha reportado [91]. Los datos obtenidos de
este andlisis se depositaron en la plataforma del NCBI Gene Expression

Omnibus (GEO), y se puede tener acceso a ellos con el nUumero GSE201828.

5.10.1. Andlisis masivo de los datos obtenidos del microarreglo mediante el

empleo de herramientas bioinformaticas

Para el andlisis de los genes diferencialmente expresados (DEGs, por sus
siglas en inglés Differentially Expressed Genes) se utilizd el programa
genArise, desarrollado en el IFC. Este programa permite identificar los DEGs
en la condicion experimental (en este caso cyH) en comparacion con el control
(en este caso N). Para esto, se utilizo el valor de Z-score de cada gen, el cual
se define como el nimero de desviaciones estandar que un dato se recorre de
la media poblacional. Entre mas grande sea este numero, hay mas
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probabilidades que es dato sea diferente. En este estudio se consideraron los
genes con un valor de Z-score >1.5 (genes sobrexpresados) y > -1.5 (genes
subexpresados), donde la probabilidad de que estos genes sean diferentes de
la media poblacional es = 90 %, basandose en la regla 68-95-99.7.

Para comprender las posibles funciones bioldgicas de los DEGs en cyH, se
realizd un analisis de enriquecimiento funcional utilizando la plataforma
informatica de acceso libre DAVID (Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery, https://david.ncifcrf.gov/). En esta plataforma, los genes

sobrexpresados se agruparon y analizaron en términos de la Ontologia
Genética (GO), que incluye componentes celulares, procesos bioldgicos y
funciones moleculares. Ademas, también se analizaron las vias de
sefalizacion utilizando la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes). Este analisis nos permitio identificar los procesos biolégicos,
componentes celulares, funciones moleculares y vias de sefalizacion que
fueron asociadas y enriquecidas con estos genes sobrexpresados en hipoxia
ciclica. Para todos estos andlisis, se utilizo la prueba exacta de Fisher y un

valor de p < 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

5.11. PCR en tiempo real

Para validar los resultados obtenidos del microarreglo, utilizamos la técnica de
PCR en tiempo real, ya que, por su gran sensibilidad, nos permite detectar
cambios pequefios en la expresion de los genes de interés. Se utilizaron
oligonucledtidos especificos de los genes seleccionados para la validaciéon del
microarreglo, cuyas secuencias se muestran en la tabla Il de la seccion de
anexos (anexo Il). Cada reaccion de PCR se realizo por triplicado, utilizando
150 ng de cDNA purificado (3 pL), 0.5 uM de cada oligonucleétido (sentido y
anti-sentido) y 5 pL de Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix 2X
(Thermo Fisher Scientific), en un volumen final de 10 pL. Las muestras se
amplificaron utilizando el termociclador PikoReal Real-Time PCR System 96
(Thermo Fisher Scientific) y las siguientes condiciones de termociclado: 1 ciclo

a 95°C durante 10 minutos seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos, y 60
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°C por 45 segundos. Se utilizé un paso adicional con un rango de temperatura
de 65-95°C para generar una curva de disociacion (curva Melt), la cual permitio
verificar la generacion de un solo amplicén para cada par de oligonucleétidos
(ver tabla Il, anexo Il). Para determinar el valor de Cq (ciclo de cuantificacion)
de cada reaccion se utilizo el PikoReal Software V 2.2. El valor de Cq se utilizd
para calcular la expresion relativa de cada gen con la férmula de la 272ACq
mediante el método de Livak [92], usando como gen control la expresion de la
Gapdh.

5.12. Ensayo de desgranulacion

La desgranulacion de las CCs se evalué midiendo la liberacién de la enzima
B-hexosaminidasa mediante un ensayo colorimétrico. Para esto, 2.0 x 10°
BMMCs fueron incubadas en condiciones de normoxia (2.5 h al 21% O3), cyH
(H2) o chH (2.5 h al 1% O3) y se sensibilizaron con 100 ng/mL de IgE anti-
dinitrofenol (anti-DNP clona SPE-7, Sigma) 1 h antes de terminar cada
protocolo. Posteriormente, las células se estimularon con diferentes
concentraciones de DNP-HSA (1, 3, 9 y 27 ng/mL) o con PMA + A23187
(ambos a una concentracién de 1 uM) durante 30 min en medio Tyrodes/BSA

(para preparacion ver anexo ) a 37°C y 21% de Oo..

La cuantificacidon de la B-hexosaminidasa se realiz6 midiendo la hidrdlisis del
sustrato para esta enzima, el p-nitrofenol-N-acetil-B-D-glucosamina (p-NAG,
Sigma), ya que el producto de esta reaccion (enzima-sustrato) es un
compuesto cromogénico que puede ser facilmente detectable por colorimetria
y que es directamente proporcional a la enzima liberada. Para esto, en una
placa de 96 pozos se colocaron 40 uL/pozo de p-NAG seguidos de 60 pL de
sobrenadante de cada muestra o el lisado celular con Triton al 0.5% para
obtener el total de enzima almacenada en las CCs (100%). La placa se incubd
durante 1 h a 37°C y, posteriormente, se agregaron 120 pL/pozo de solucién
stop (para preparacion ver anexo 1). Finalmente, la absorbancia de cada

muestra se midié por espectrofotometria utilizando un espectrofotometro de
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placa (Tecan SUNRISE) a una longitud de onda de 405 nm. El porcentaje de
desgranulacion se calcul6 con la siguiente formula:

(Densidad optica de la muestra)(100)
Densidad 6ptica del control tratado con triton

% de desgranulaciéon =

5.13. Determinacion de calcio intracelular

La concentracién de calcio intracelular [Ca?*]i fue determinada por fluoro-
metria utilizando Fura 2-AM, un compuesto utilizado ampliamente como
indicador de Ca?*. Para este experimento se utilizaron 10 x 108 BMMCs, las
cuales fueron incubadas en normoxia o cyH, y, 1 h antes de finalizar el
protocolo, fueron sensibilizadas con IgE (100 ng/mL). Después, se marcaron
con Fura 2-AM (5 pM) en buffer Tyrodes/BSA y se incubaron durante 30 min
a 37°C en condiciones de normoxia. Transcurrido este tiempo, las BMMCs
cargadas con Fura 2-AM se lavaron 2 veces con PBS-1X para retirar el exceso
de Fura 2-AM y se colocaron en una cubeta de cuarzo. Los cambios de
fluorescencia se determinaron a 340/510 nm (longitud de onda de
excitacion/emision del Fura 2-AM), utilizando un espectro-fluorometro
(Fluoromax 3). Durante todo el experimento, las células se mantuvieron a 37°
C y en agitacién. La fluorescencia basal se registré durante 100 s, y
posteriormente se agreg6 el Ag (27 ng/mL), el cual se registré durante 500 s.
Al final de los experimentos, la fluorescencia maxima (Fmax) Se registro
midiendo la fluorescencia tras la adicion de una solucién de Triton al 10%, lo
gue permitié liberar todo el Fura 2-AM contenido en la célula; mientras que la
fluorescencia minima (Fmin) se obtuvo afiadiendo el agente quelante del Ca?*
EGTA (200 mM). Finalmente, la [Ca?']i se calcul6 utilizando la ecuacién de

Grynkiewicz [93]:

F—F,;
[Ca®*]i = Kd (ﬂ>

Fmax —F

Kd = constante de disociacion del Fura 2-AM, cuyo valor es 224 nm.

F= valor de fluorescencia a un determinado tiempo
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Los datos obtenidos fueron normalizados y reportados como el incremento de
la [Ca?*]i con respecto a la fluorescencia basal (sin Ag). Ademas, los datos se
ajustaron a una funcibn monoexponencial para calcular la constante de
velocidad (K).

5.14. Analisis estadistico

Los datos se muestran como la media * el error estandar de la media de al
menos tres experimentos independientes, de tres cultivos diferentes. Todas
las comparaciones estadisticas fueron realizadas entre las células mantenidas
en N vs aquellas expuestas a cyH, a menos que se especifique otra cosa. La
distribucion normal de los datos fue evaluada utilizando la prueba Shapiro-
Wilk. En base a los resultados arrojados de la prueba de normalidad, las
comparaciones entre los grupos evaluados se analizaron por pruebas
paramétricas y no parametricas, dependiendo si los datos pasaron o no dicha
prueba. Para las comparaciones multiples se utilizé la prueba post hoc Tukey.
En todos los experimentos, los datos fueron considerados significativos

siempre y cuando tuvieran un p < 0.05.
6. RESULTADOS

6.1. Las CCs infiltran los tumores de melanomay se localizan en zonas

de cyH

Para evaluar la participacion de las CCs en el crecimiento tumoral, asi como
su localizacion en el TME, se utilizé un modelo murino de melanoma, tal y
como se ilustra en la Figura 9A. Tras la inoculacion subcutanea de las células
de melanoma, encontramos que, los tumores crecen en ratones WT, pero no
en ratones carentes de CCs (Wsh), y, si estos ratones Wsh se reconstituyen
con CCs de animales WT, se puede observar nuevamente el crecimiento del
tumor igual que el de un animal WT (Figura 9B). Estos datos indican que las

CCs favorece el crecimiento del tumor de melanoma murino, tal y como
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previamente se ha demostrado por distintos laboratorios, incluyendo el nuestro
[23].
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Figura 9. Las CCs promueven el crecimiento del tumor de melanoma. (A) Disefio
experimental del modelo de melanoma murino utilizando diferentes grupos de ratones. (B)
Micrografias del crecimiento tumoral en ratones WT, Wsh y Wsh Rec, junto con su barra
gue indica el peso del tumor extirpado en mg. *p<0.05 mediante t de Student. n=4 tumores

de animales independientes.

Se sabe que las CCs infiltran los tumores de melanoma murino y se localizan
preferencialmente en zonas hipoxicas [42], pero no se ha demostrado si estas
células estan expuestas a cyH dentro del tumor. Para analizar este aspecto,
utilizamos cortes de tejido proveniente de las biopsias de tumores extraidos
de ratones previamente inyectados con pimonidazol. Las rebanadas fueron
incubadas en presencia de anticuerpos especificos para detectar zonas
hipoxicas (positivas para pimonidazol), células endoteliales de los vasos
sanguineos (positivas para CD31) y CCs (positivas para triptasa) (ver Figura
9A). En la Figura 10A se observa la estructura del tumor con el ESID, el

infiltrado celular con DAPI en color azul y las zonas hipéxicas en color verde

35



M. en C. Deisy L. Segura Villalobos

(positivas para pimonidazol), donde también se pudieron distinguir zonas
normoéxicas (negativas a pimonidazol, en color negro) en el mismo corte del
tumor. Ademas, el cartilago de la oreja fue intensamente marcado por el
pimonidazol, ya que es un tejido pobremente vascularizado y representa un

buen control de nuestro marcador de hipoxia (Figura 10A, flecha blanca).

Al analizar la vasculatura tumoral, se encontré6 que los vasos sanguineos
(marcados con CD31 en color rojo) colocalizan con las zonas hipodxicas,
sugiriendo la existencia de zonas sometidas a cyH dentro del tumor (Figura
10B). Ademas, el coeficiente de Manders (que analiza % de sobreposicion
entre dos marcas) demostré que la sefial de CD31 y pimonidazol tuvieron un
alto grado de colocalizacion (97,8 + 1,6%), lo que sugiere que casi todos los
vasos sanguineos detectados en las biopsias del tumor son pobremente
funcionales (por ejemplo el tejido cercano a esos vasos presenta hipoxia),
mientras que el porcentaje de sobreposicion entre pimonidazol y CD31 fue
significativamente menor (23,6 + 2,1%), lo que indica que las grandes areas
hipoxicas dentro del tumor no se encuentran con la correcta perfusion (Figura
10C).

Posteriormente se evalluo la presencia de CCs en las zonas del tumor
asociadas a cyH. Como se puede observar en la Figura 10D, las células
positivas a triptasa (color morado) también estuvieron presentes en zonas
positivas a pimonidazol y CD31 (Figura 10D, flechas rojas). Para corroborar la
presencia de CCs en zonas positivas a pimonidazol y CD31 en la biopsia
tumoral, se hizo una magnificacion a 40X y se encontré6 que las células
positivas a triptasa rodean un vaso sanguineo de gran calibre, que se
encuentra en una zona hipdxica (Figura 10E). Finalmente, se analizé el
porcentaje de sobreposicion entre las sefiales de triptasa y pimonidazol, y se
encontré6 que esta cercano a 100%, corroborando que las CCs estan
localizadas en zonas hipoxicas dentro del tumor. Curiosamente, la
colocalizacion entre triptasa y CD31 fue significativamente menor
(triptasa/pimonidazol = 97.8 £ 1.6% vs triptasa/CD31 = 63.9 + 7.3%; Figura
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10F), sugiriendo que, al menos dentro del tumor de melanoma, las CCs
parecen tener una localizacion anatomica diferente al resto del organismo,

donde estas células estan muy cerca o adosadas a los vasos sanguineos [94].

En conjunto, estos resultados confirman la existencia de una vasculatura
intratumoral pobremente funcional, asociada con la presencia de cyH, y
demuestran, por primera vez, que las TAMCs no estan asociadas de manera
importante a los vasos sanguineos, pero estan presentes en zonas de cyH
dentro del tumor de melanoma, y que, probablemente puedan estar siendo

activadas por esta condicién metabdlica en este nicho tumoral.
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Figura 10. Las CCs se localizan en zonas asociadas a cyH dentro del tumor de
melanoma murino. (A) Imagen representativa de microscopia confocal que muestra la
morfologia tipica del pabellén auricular, donde el cartilago de la oreja esta sefialado con una
flecha blanca. La masa tumoral la podemos apreciar con el marcaje de los nucleos celulares
con DAPI (azul) mientras que las zonas hipoxicas estan marcadas con pimonidazol verde. (B)
Imagen que representa la vasculatura tumoral marcada con CD31 (rojo) y la colocalizacion de
esta marca con pimonidazol. (C) Cuantificacién del porcentaje de sobreposicién entre
CD31/pimonidazol y pimonidazol/CD31, empleando los coeficientes de Manders. (D) Imagen
representativa que muestra las CCs asociadas a tumores, marcadas con triptasa (morado) y
su colocalizacion con las areas del tumor positivas a pimonidazol y a CD31. (E) Zoom de una
regién del tumor que muestra un vaso sanguineo de gran calibre marcado con CD31, que esta
rodeado por células positivas a triptasa, y ambos marcajes estan en las zonas hipéxicas del
tumor. (F) Valores de los coeficientes de Manders que indican el porcentaje de triptasa/CD31
y viceversa. Barra de calibracién para el objetivo de 10X = 100 um; objetivo 40X = 20 um;
grosor del corte de tumor: 30 um. *** p < 0.001 y ** p < 0.01 vs grupos sefialados, mediante
una prueba t de Student. n=4 biopsias tumorales de al menos 4 animales independientes.

Pimo: pimonidazol; Trip: triptasa.

6.2. La cyH aumenta la expresiéon génica de Hif-1ay de Vegf, que son
considerados marcadores de hipoxia

Para caracterizar los efectos de la cyH en CCs, se estandariz6 un protocolo in
vitro utilizando una incubadora de desplazamiento de oxigeno (O2), que
inyecta nitrégeno (N2) hasta obtener una concentracion del 1% de O2. Se
generaron BMMCs de ratones C57BL6/J y estas células fueron expuestas al
protocolo de cyH, que consistié en 4 ciclos de 1 h al 1% de O2 méas 30 minutos
de reoxigenacion a 21% de O2. En la Figura 11A se presenta un esquema
donde se explica el protocolo de cyH seguido en este trabajo. Como grupo
control, se utilizaron células expuestas a condiciones de normoxia (21% de Oz,

durante 6 h, que fue lo que dur6 en total el protocolo de cyH).

Para corroborar la validez de este protocolo, se analiz6 la expresion relativa
de dos marcadores de hipoxia: Hif-1a y Vegf, tanto en los periodos de hipoxia
(H1, H2, H3 y H4) como de reoxigenacion (R1, R2, R3 y R4). Como podemos
observar en la Figura 11B, hay un aumento significativo en la expresion de
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estos marcadores después del segundo y tercer periodo de hipoxia (H2 y H3),
comparado con los niveles observados en condiciones de N, y no se
encontraron diferencias en el cuarto ciclo de hipoxia/reoxigenacion (H4 y R4).
Para el caso de Hif-7a, se puede observar que, en los periodos de
reoxigenacion R2 y R3, la expresion de este ARNm disminuye de manera
significativa, con respecto a su periodo previo de hipoxia (H2 y HS3,
respectivamente), y, entre H2 y H3 no existe diferencia en la expresion de Hif-
1a (Figura 11C). La disminucién en la expresion de Hif-7a durante estos
periodos de reoxigenacion puede deberse a que, una vez que regresa el Oz,
la célula activa mecanismos para degradar a este factor de transcripcion, tal

como se ha demostrado en células endoteliales [95].

Por otro lado, el factor de transcripcion HIF-1a induce la expresion de muchos
genes, entre ellos, Vegf. Como podemos observar en la Figura 11B, el ARNm
de Vegf (2 isoformas) presenté un aumento que se mantuvo hasta el periodo
R3, mientras que en H4 y R4 los niveles de expresion fueron muy similares a
los observados en normoxia (Figura 11D). Adicionalmente, encontramos que
estos cambios transcripcionales desencadenados por la cyH no indujeron una
muerte celular significativa, ya que la viabilidad fue superior al 95% (Figura
11E), y este valor fue muy similar al observado en condiciones de normoxia
(Figura 11F).
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la hipoxia, sin afectar la viabilidad celular. (A) Esquema del protocolo de cyH que ilustra
la duracién de los periodos de hipoxia/reoxigenacion a los cuales fueron sometidas las
BMMC:s. Las flechas indican el punto en el cual las células fueron recolectadas. (B) Gel de
agarosa representativo que muestra los niveles de ARNm de Hif-7a y Vegf evaluados por
PCR en punto final, tanto en BMMCs sometidas al protocolo de cyH como aquellas
mantenidas en condiciones de normoxia (6 h a 21% O3). (C) Analisis densitométrico de la
expresion de Hif-7a 'y (D) Vedf, utilizando como control la expresion de Gapdh. (E y F) Pefrfil
de viabilidad de BMMCs expuestas al protocolo de cyH (R4) o mantenidas en condiciones
de normoxia (6 h a 21% de O3), junto con su cuantificacién correspondiente. *p<0.05 y
**p<0.01. Comparacion estadistica entre normoxia y grupos sefialados, mediante ANOVA

de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey. n = 3 experimentos utilizando cultivos

de BMMCs diferentes. N: normoxia; cyH: hipoxia ciclica.
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6.3. La cyH induce una mayor produccién de ROS dependiente de los

periodos alternados de reoxigenacion.

Los periodos de reoxigenacion intercalados con los periodos de hipoxia son
una caracteristica distintiva de la cyH, en comparacion con otros tipos de
hipoxia, como la hipoxia crénica (chH) [71,95]. Esta reoxigenacion intermitente
podria desencadenar la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS)
e inducir estrés oxidativo por mecanismos que involucran a la cadena
respiratoria mitocondrial, ya que las mitocondrias son la principal fuente de
ROS en las células [96]. Debido a lo anterior, evaluamos la produccién de ROS
en BMMCs sometidas al protocolo de cyH, utilizando el reactivo 2',7'-
diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA), el cual, en presencia de ROS, se
oxida a 2',7'- diclorofluoresceina (DCF), un compuesto que fluorescente. Por
lo tanto, la intensidad de fluorescencia de la muestra es directamente

proporcional a la cantidad de ROS.

En la Figura 12A podemos observar que la cyH induce un incremento
significativo en la produccién de ROS en el segundo y tercer ciclo del protocolo
de cyH (H2, R2 y R3). Durante el cuarto ciclo de hipoxia/reoxigenacién, los
niveles de ROS no fueron estadisticamente diferentes a los observados en
condiciones de normoxia (N = 100; H4 = 110,78 £ 2,13; R4 = 116,6 + 5,42). De
manera interesante, el mayor incremento en la produccion de ROS se encontrd
durante el segundo periodo de reoxigenaciéon (R2), y este aumento fue incluso
mayor que su previo periodo de hipoxia (H2 = 115,46 + 1,93; R2 = 135,60 *
3,33). Estos datos indican que la cyH induce estrés oxidativo en las BMMCs,
gue se ve potenciado en los periodos de reoxigenacion, particularmente en el

segundo periodo (R2).

Para demostrar que el incremento en la produccion de ROS es dependiente

de los periodos de reoxigenacion alternados del protocolo de cyH, se decidid

comparar la produccion de ROS entre 2 h continuas de hipoxia mas 1 hora de

reoxigenacion (chH + reoxigenacion) y 2 h de hipoxia mas los dos periodos de

reoxigenacion alternados (cyH, R2), como se ilustra en la Figura 12B.
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Podemos observar que el aumento en la produccion de ROS depende de los
periodos de reoxigenacion alternados; ya que si estos dos periodos de
reoxigenacion se dan de manera continua (2 h de hipoxia + 1 h de
reoxigenacion), no hay un incremento tal y como se observa en las células

sometidas a los dos ciclos de hipoxia/reoxigenacion alternados (Figura 12C).
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Figura 12. LacyH induce un incremento en la produccion de ROS que es dependiente
de los periodos alternados de reoxigenacién. (A) Grafica que ilustra la produccion de
ROS en BMMCs sometidas al protocolo de cyH en comparacion con aquellas que se
mantuvieron en normoxia. La produccion de ROS fue medida indirectamente mediante la
oxidacién de la DCF-DA a DCF, que es un compuesto fluorescente. (B) Disefio experimental
empleado para demostrar la participacion de los periodos de reoxigenacién alternados en
la produccién de ROS. (C) Produccion de ROS en BMMCs incubadas en normoxia, cyH o
chH + reoxigenacion. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 vs normoxia y grupos sefialados;
¢p<0.05 vs H2, mediante ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey. n =
5 experimentos independientes utilizando cultivos diferentes de BMMCs. N: normoxia; cyH:

hipoxia ciclica; chH: hipoxia crénica; Hipo: hipoxia; Reoxi: reoxigenacion.
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6.4. La cyH induce cambios diferenciales en la expresion de citocinas

pro y antiinflamatorias

Debido a que se observaron cambios importantes en la producciéon de ROS
durante el segundo ciclo de hipoxia/reoxigenacion (H2/R2) y, a fin de saber si
la hipoxia o la reoxigenacion era mas importante en el cambio fenotipico de
las CCs, se analiz6 la expresion de algunas citocinas que son secretadas por

estas células y cuya secrecion ha sido validada en nuestro laboratorio.

Se analizaron los ARNm de 5 citocinas utilizando la segunda hora de
exposicion a hipoxia (H2) y el segundo periodo de reoxigenacion (R2), tal y
como se muestra en el esquema del disefio experimental, donde las flechas
indican el punto exacto donde se recolectaron las células (Figura 13A). Como
podemos observar, el patron de expresion de estas citocinas, tanto en H2
como en R2, es diferencial. Comparado con las células en normoxia, la
expresion de Tnf-a, una tipica citocina proinflamatoria, aumenté6 de manera
significativa en H2, y este incremento se ve potenciado en R2 (Figura 13B). En
contraste, la quimiocina Ccl-2, que es la encargada de atraer otras células al
sitio de la lesién, aumentd su expresiéon en H2, pero no en R2, donde su
expresion parece no cambiar con respecto a los niveles de expresion
observados en condiciones de normoxia (Figura 13C). Un mismo patron se
observo con la expresion de 1I-6, II-4 y Tgf-B (Figura 13D, E y F). Con estos
datos podemos concluir que hay una expresion diferencial de citocinas en
BMMCs expuestas al protocolo de cyH y que los periodos de hipoxia y

reoxigenacion son importantes para inducir o reprimir la expresion de genes.

Tras la observacién de que los cambios mas significativos en la expresion
génica se llevaron a cabo en el segundo ciclo de hipoxia/reoxigenacion de
nuestro protocolo de cyH (concretamente en el periodo de hipoxia H2), se
decidié utilizar este tiempo para analizar los cambios transcripcionales en las
BMMCs, y, en los siguientes experimentos, las células en periodo H2 se

denominan células expuestas a cyH.
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Figura 13. La cyH induce cambios diferenciales en la expresién de citocinas pro y
antiinflamatorias, dependiendo de los periodos de hipoxia o reoxigenacion. (A)
Esquema que muestra el protocolo de cyH y los tiempos a los cuales fueron recolectadas
las muestras, para su posterior analisis mediante PCR en punto final. (B-F) Imagenes
representativas de geles de agarosa que muestran la expresion de las citocinas indicadas
(arriba) junto con su analisis densitométrico, utilizando como control la expresiéon de la
Gapdh (abajo). *p<0.05; **p<0.01; **p<0.001 vs normoxia y grupos sefialados, ANOVA de
una via seguido de la prueba post hoc de Tukey. n = 3-5 experimentos independientes

utilizando cultivos diferentes de BMMCs. N: hormoxia.
6.5. La cyH induce cambios importantes en el transcriptoma de las CCs

Con la finalidad de ampliar el estudio de los ARNm alterados por la cyH en las
CCs, se realiz6 un andlisis transcriptomico mas extenso de BMMCs expuestas
a cyH, empleando la tecnologia de microarreglos. Para visualizar mejor los
genes diferencialmente expresados (DEGS) entre células mantenidas en
normoxia o sometidas al protocolo de cyH, se hizo un diagrama de volcan
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utilizando el log2 del nimero de veces de cambio (fold change, eje de las X) y
el logaritmo negativo del valor de P (eje de las Y) para cada gen. La Figura
14A muestra los 1265 genes sobrexpresados y los 1247 subexpresados
(puntos rojos y verdes, respectivamente). En color negro estan los genes que
no cambiaron o que son podrian ser falsos positivos de acuerdo con el valor
de P (se consider6 un valor de P < 0.05, cuyo logaritmo negativo es = 1.3) y
esta marcado con una linea punteada gris (Figura 14A). Ademas, todos los
datos obtenidos del microarreglo (datos crudos) fueron depositados en la

plataforma de libre acceso GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/), y se

puede acceder a ellos con el siguiente nimero: GSE201828.

Posteriormente, los DEGs sobrexpresados se agruparon y analizaron en la
plataforma bioinformatica de DAVID, donde un total de 950 genes coincidieron
con el genoma del raton. El andlisis funcional con esta herramienta
bioinformética reveld que la firma transcripcional de las CCs expuestas a cyH
se asocia con diferentes procesos biolégicos, componentes celulares,
funciones moleculares y vias de sefializacion (tabla 1). Adicionalmente, se
construyeron graficas que nos ilustran el nUmero de genes asociados con cada
categoria y, de manera jerarquica, el enriguecimiento de éstas, tomando en
cuenta el valor negativo del logaritmo de P. Entre mas grande sea este valor,
el valor de P es mas pequefio, y por lo tanto hay un mayor enriquecimiento de
esa categoria. Para el caso de los procesos biolégicos y componentes

celulares se graficaron las primeras 5 categorias de ambos (Figura 14B).

Particularmente, los procesos biolégicos mas enriquecidos y con el mayor
namero de genes asociados fueron la transcripcion y la regulacion de la
transcripcion (Figura 14B, circulos verdes). Los transcritos de estas categorias
estan implicados en la metilacion del ADN (como la Dnmtl y Dnmt3a); la
regulacion del proceso de corte y empalme (splicing) en respuesta a la hipoxia,
como Srsf5 (factor de empalme rico en serina y arginina); genes involucrados
en las funciones de la ARN polimerasa, como Brfl; (subunidad del factor de

iniciacidon de la transcripcion de la ARN polimerasa lll) y algunos factores de
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transcripcion como Maf y los receptores a glucocorticoides como Nr3cl y
Nr2e3 (ver tabla 1). Esto sugiere que el conjunto de genes que aumentan en
cyH podria estar desencadenando cambios importantes en el perfil
transcripcional de las CCs y que estos cambios podrian estar asociados a
modificaciones epigenéticas, a la induccion de la expresion génicay al splicing
alternativo. Estos dos ultimos procesos estan intimamente ligados a la
respuesta que montan las células para adaptarse a las condiciones de hipoxia,
tal y como como ocurre en otras células inmunitarias como los macréfagos y
las células T [66,97,98]. Cabe resaltar que, la localizacion celular que mas se
enriquecioé con los genes sobrexpresados en cyH, fue el nucleo; pero también
se encontraron enriquecidas otras estructuras celulares como la mitocondria 'y
el citoplasma, donde podemos observar que un gran nimero de genes fueron

asociados a estos componentes celulares (Figura 14B, circulos naranjas).

También se evaluaron las 10 vias de sefalizacion mas enriquecidas en
BMMCs expuestas a cyH y se encontrod que, la via de la fosforilacion oxidativa
fue la mas importante (Figura 14C). Este hallazgo concuerda con el estimulo
al que fueron sometidas las células, es decir, al ser el Oz una molécula
indispensable para la produccion eficiente de ATP a través de la cadena de
transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa, al disminuir la
concentracion de Oz, la célula responde expresando genes que se relacionan

con la produccién de esta molécula energética [99].

De manera interesante, la segunda via mas enriquecida fue la via de
senalizacion del receptor FceRI (Figura 14C). Esta categoria solo incluyé 8
transcritos (de los 950 analizados), pero esos ARNm codifican proteinas
importantes que participan en la cascada de sefalizacién del receptor FceRl,
a diferentes niveles (tabla 2). Por ejemplo, Fcerlg, que codifica para las
cadenas y del FceRl y poseen ITAMs que transducen sefales tras la activacion
de este receptor; Pla2g4a, que codifica un miembro de la fosfolipasa A2
citosdlica que participa en la sintesis de mediadores lipidicos; y Map2k6, que

codifica una proteina cinasa-cinasa activada por mitdbgenos (MAPKK) que
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regula la activacion de varios factores de transcripcién y conducen a la sintesis
de novo de muchas quimiocinas y citocinas. Estos tres genes fueron validados
mediante PCR en tiempo real, y, como era de esperarse, la expresion de los
tres ARNm increment6 al menos dos veces en BMMCs expuestas a cyH, en

comparacion con las células mantenidas en normoxia (Figura 14D).
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Figura 14. La cyH induce cambios importantes en el transcriptoma de las CCs, y los
genes sobrexpresados se asocian con diferentes procesos biolégicos, componentes
celulares y vias de sefializacion. (A) Diagrama de volcan que ilustra los genes que
cambiaron en BMMCs expuestas al protocolo de cyH en comparacion con aquellas
mantenidas en condiciones de normoxia. Los puntos verdes representan los genes sub-
expresados y los puntos rojos los genes sobrexpresados. (B) Andlisis funcional de los 950
genes sobrexpresados en BMMCs expuestas al protocolo de cyH, donde se puede observar
el top 5 de los procesos biol6gicos y componentes celulares enriquecidos junto con el

ndmero de genes asociados en cada categoria. (C) Top 10 de vias de sefalizacién
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enriquecidas en BMMCs expuestas al protocolo de cyH. El nimero de DEGs asociados con
cada via se ilustran de acuerdo con el tamafio del circulo. (D) Validacion de algunos genes
asociados a la via de sefializacion del FceRl, utilizando PCR en tiempo real. *p < 0.05 y **p
<0.01 vs N mediante la prueba t de Student. n = 3-5 experimentos independientes utilizando

cultivos diferentes de BMMCs. N: normoxia; cyH: hipoxia ciclica.

Tabla 1. Andlisis de enriquecimiento funcional de los genes sobrexpresados en CCs
expuestas a cyH.

Anotacién Funcional Genes Valor de P
Regulacion de la
o Dnmtl Nr3cl
transcripcion Srfs 9.2x 1077
Dnmt3a Nr2e3
(KW-0805)
Transcripcién (KW-0804) Brfl Maf Ccarl
2.2x107°
Mafl Mafb Taf3
y Aebp2 Pou4fl Ang2
Unién al AND (KW-0238) 6.8x 1075
Ash2| Teadl Sox4
Pou3f3
Fosforilacion oxidativa Atp5g2
) Ndufs4 Ndufa3
(mmu00190) Atp5j2
Ndufb5 Ndufa5 1.6 x 1073
Atp6vlel
Ndufb2 Ndufcl
Atp5I
Ndufb4 Cox10
Atpdb
Metabolismo de la galactosa
B4galtl Akrib7 6.2x 1073
(mmu00052) Gale

B4galt2 Galt

Via de sefializacién del AMPc  Atpla2 Edn2 1.8x 1072
Ppplcb
(mmu04024) Adcy4

Carcinogénesis quimica —
) _ Cyplbl ] 3.7x 1072
Especies reactivas del Pik3cb Sod1
Gstm6
oxigeno (mmu05208)
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Anotacién Funcional Genes Valor de P
Respuesta inflamatoria (KW-
Bcl6 Cxcl13 9.5x 1071
0395) Cx3cl1
Ccl21a
Via de sefializacion del Fcerlg Map2k6 Rafl
receptor FceRl (mmu04664) Alox5ap Pik3cb Vav3 3.0x 1073

Mapk8 Pla2g4a

Los codigos entre paréntesis (columna izquierda) fueron designados por la herramienta de anotacién

funcional de la plataforma DAVID. Valores de P, prueba exacta de Fisher. Entre mas pequefio sea el

valor, mayor es el enriguecimiento.

Tabla 2.Genes asociados con la via de sefializacion del FceRlI.

ID del gen Nombre/simbolo Z-score

Subunidad gamma del receptor de inmunoglobulina 1.91
NM_010185 ) o

épsilon de alta afinidad (Fcerlg)

Araquidonato 5-lipooxigenasa 1.63
NM_009663

(Alox5ap)

Proteina cinasa activada por mitégenos 8 / INK 1.59
NM_016700

(Mapk8)

Proteina cinasa activada por mitégenos 6 2.42
NM_011943

(Map2k6)

Subunidad catalitica beta de la fosfatidilinositol-4,5- 1.54
NM_029094 ) ) )

bifosfato 3-cinasa (Pik3cb)

Fosfolipasa A2, grupo IVA (citosélica, dependiente del 1.63
NM_008869 _

calcio) (Pla2g4a)

proto-oncogén, serina-treonina cinasa 1.58
NM_029780

(Rafl)

Oncogén Vav3 1.71
NM_020505

(Vav3)

El valor de Z-score fue obtenido del microarreglo
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6.6 La cyH induce una hiperactividad a la activacion del receptor FceRlI

en las CCs

Debido a que la via de sefializacion del FceRI controla muchas de las funciones
fisiopatolégicas de las CCs, y es de suma importancia para su diferenciacion
y maduracion [18], decidimos validar la funcionalidad de esta via y nos
preguntamos si la cyH podria inducir una mayor respuesta de secrecion tras
un reto capaz de estimular al FceRI. Para esto, las BMMCs fueron incubadas
en normoxia o cyH y sensibilizadas con 100 ng/mL de IgE una hora antes de
terminar el protocolo. Posteriormente, se estimularon con diferentes
concentraciones de antigeno (Ag) y se evaluo la liberacion de la enzima B-
hexosaminidasa, utilizada como marcador de desgranulacién. Como se puede
observar en la Figura 15A, las BMMCs expuestas al protocolo de cyH no
modifican su liberacién basal de B-hexosaminidasa, es decir, la cyH per se no
induce la liberacion de mediadores preformados en CCs. Sin embargo, cuando
las células se retan con Ag, se observa un aumento significativo en el
porcentaje de liberacién de esta enzima, que es mucho mayor en las células
expuestas a cyH en comparaciéon con las que permanecieron en normoxia. El
porcentaje maximo de desgranulacion fue observado a la concentracion de 3
ng/mL, siendo de 37.0 £ 2.5% en células hipoxicas y de 20.0 £+ 3.1% en células
normoxicas (Figura 15A). En el caso de las BMMCs expuestas a chH (2 h 30
min al 1% Og2), no se observo diferencia significativa en el porcentaje de
liberacién de B-hexosaminidasa en comparacion con las células normoxicas
(chH 18.5 £ 1.6 % vs normoxia 20.0 + 3.1%, Figura 15A, linea morada). Estos
datos nos permiten concluir que hay diferentes mecanismos moleculares
desencadenados por la cyH y la chH, y que es la cyH induce un fenotipo de h

hiperactividad en BMMCs tras ser estimuladas con el complejo IgE/Ag.

Para comprobar que este efecto de hiperactividad en CCs es dependiente de
la via de senalizacién del FceRI, estimulamos a las células con un activador
de la PKC combinado con un ionoforo de calcio (A23187), una combinacion

gue es capaz de inducir la desgranulacion de las CCs, pero de manera
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independiente del receptor FceRl. Como podemos observar, ese estimulo
provocd un aumento en la liberacién de la B-hexosaminidasa tanto en células
incubadas en normoxia (38.7 £ 3.2%) como en aquellas sometidas al protocolo
de cyH (42.3 £ 8.1%), pero no hubo diferencia entre ambas condiciones (Figura
15B), sugiriendo que la hiperactividad observada en las BMMCs expuestas a

cyH, es dependiente de la activacion del receptor FceRI.

A

B PMA+A23187
—N 60 N
40— — cyH @ mmm cyH
—— chH % 50
ga‘o \f u’\3?40 *
88 £
S g
52 ¥ BEs0-
s £ 207 * 2%
2 \i = 3 20
3x 5
=10 @
@ 10 -
01— [ I [ 0 '

9 27

DNP-HSA (ng/mL)

Figura 15. LacyH induce unamayor liberacion de B-hexosaminidasa tras la activacion
del receptor FceRIl en CCs. (A) Grafica que muestra el porcentaje de liberacion de la
enzima f3-hexosaminidasa en BMMCs expuestas al protocolo de cyH, chH o mantenidas en
normoxia. Las células se sensibilizaron 1 h con 100 ng/mL de IgE y posteriormente se
estimularon con diferentes concentraciones de Ag. (B) Liberacion de B-hexosaminidasa
utilizando un estimulo que no activa al receptor FceRI. Las BMMCs fueron expuestas a cyH
0 mantenidas en normoxia y posteriormente se estimularon con PMA y A23187 (ambos a
una concentracion de 1 pM), para finalmente mediar la libracion de B-hexosaminidasa en el
sobrenadante celular. ***p<0.001 vs normoxia, mediante ANOVA de dos vias seguido de la
prueba post hoc de Tukey. n = 3-9 experimentos independientes utilizando cultivos de

BMMCs diferentes. N: normoxia; cyH: hipoxia ciclica; chH: hipoxia crénica.

6.7. El fenotipo de hiperactividad en CCs inducido por la cyH se asocia
con un aumento de calcio intracelular y una mayor actividad de la
fosfolipasa C

Con la finalidad de dilucidar los cambios moleculares que llevan a la

hiperactividad de las CCs en condiciones de cyH, decidimos analizar algunos
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eventos tempranos de la cascada de sefalizacion del FceRI que son
indispensables en la desgranulacidén anafilactica de las CCs. Debido a que la
fosfolipasa C gamma (PLCy) es una enzima importante en el aumento de Ca?*
intracelular tras la activacion del FceRI y que el Ca?* es necesario para la
movilizacion y fusion de los granulos con la membrana plasmatica [100],
hipotetizamos que la actividad de esta enzima podria estar aumentada en
BMMCs expuestas a cyH. Para probar esta hipétesis, evaluamos la
desgranulacion en BMMCs expuestas a normoxia o cyH, en presencia o
ausencia de un inhibidor de la PLCy (el U73122). La Figura 16A muestra las
curvas de inhibicibon de desgranulacion en ambas condiciones, donde
podemos observar que el U73122 inhibe la desgranulacion de manera
dependiente de la concentracion tanto en BMMCs expuestas a cyH como en
aguellas mantenidas en normoxia. Sin embargo, las células hipoxicas
necesitan mas concentracion del inhibidor para alcanzar el 50% de inhibicién
en la desgranulacién, en comparacién con las células normoéxicas (IC50n =
0.03 + 0.006 pM; IC50c¢yH = 0.09 + 0.02 uM; Figura 16B). Estos datos indican
que las BMMCs sometidas al protocolo de cyH muestran una menor
sensibilidad al efecto del inhibidor U73122 y sugieren una mayor actividad de

la PLCy en las células sometidas al protocolo de cyH.

Se sabe que la PLCy hidroliza el fosfolipido de membrana PIP2
(fosfatidilinositol inositol 4,5-bifosfato) para generar dos segundos mensajeros:
el diacilglicerol (DAG) y el inositol trifosfato (IP3). Este Ultimo se une a sus
receptores en el reticulo endoplasmaético e induce una liberacion masiva de
Ca?* intracelular, que es esencial para la desgranulacion de las CCs
(referencia). Con esto en mente, nos preguntamos si el aumento en la
actividad de la PLCy estaria relacionado con una mayor concentracion de Ca?*
intracelular en CCs expuestas a cyH. Para responder esta pregunta, utilizamos
el compuesto Fura 2-AM como indicador de Ca?*, debido a que, en presencia
de ese cation, el compuesto es fluorescente. Como podemos observar en la
Figura 16C, las BMMCs norméxicas e hipoxicas, previamente sensibilizadas

con IgE, aumentan su concentracién intracelular de Ca?* tan pronto como el
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Ag es adicionado. Sin embargo, el aumento de Ca?* intracelular es mucho
mayor en BMMCs incubadas en cyH en comparaciéon con las células
mantenidas en normoxia, y este incremento es estadisticamente diferente
(normoxia = 136.80 £ 5.22; cyH = 167.47 £+ 8.95; Figura 16D).

Dada la cinética exponencial de la movilizaciéon de Ca?* intracelular, los datos
se ajustaron a una funcidén exponencial y se obtuvo la constante de velocidad
K, que nos indica, en este caso particular, qué tan rapido se alcanza este
incremento de Ca?*. En las BMMCs expuestas a cyH el valor de K fue mayor
al observado en células mantenidas en normoxia (Kn = 0.005573 vs KcyH =
0.006437; Figura 16C, linea continua), indicando que el aumento en la
concentracion de Ca?* intracelular, no solo es mayor, sino que se alcanza

mucho mas rapido en BMMCs hipoxicas.
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Figura 16. La cyH induce una mayor actividad de la PLCy y un incremento en los niveles
de Ca?* intracelular en CCs expuestas a cyH tras ser estimuladas con el complejo

IgE/Ag. (A) Curva de inhibicion de la desgranulacion en BMMCs normaoxicas o hipoxicas, pre-
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incubadas con diferentes concentraciones de U73122 por 15 min. Posteriormente las células
fueron estimuladas con Ag (9 ng/mL) durante 30 min. (B) Grafica que representa los valores
de la concentracion inhibitoria 50 (IC50) a los cuales se inhibi6 la desgranulacion tanto en
BMMCs expuestas al protocolo de cyH como aquellas mantenidas en condiciones de
normoxia. (C) Grafica que ilustra la movilizacion de Ca?* intracelular en BMMCs expuestas al
protocolo de cyH o mantenidas en normoxia. Las células fueron sensibilizadas 1 h antes de
terminar el protocolo de cyH y posteriormente fueron marcadas con Fura 2-AM por 30 minutos.
La concentracion de Ca?* fue mediada durante 100 segundos (basal) y durante 600 segundos
después del reto con Ag (27 ng/mL). La constante K fue calculada mediante el ajuste de una
funcion monoexponencial. (D) Gréfica que ilustra el incremento maximo de Ca?* intracelular
de cada experimento independiente, tanto en células sometidas a cyH como aquellas
mantenidas en normoxia. n = 5-8 experimentos independientes utilizando diferentes cultivos
de BMMCs.

6.8. Las CCs expuestas a cyH aumentan la expresion génica de citocinas

dependientes de la sefializacién por Ca?* tras la estimulacién con IgE/Ag

Se sabe que la sefializacion rio debajo de un aumento de la [Ca?*]i involucra
la activaciéon de factores de transcripcion como el NF-kB y NFAT, los cuales
inducen la transcripcion de diversas citocinas [101]. Con la finalidad de
comprobar si la cyH induce cambios transcripcionales en BMMCs
sensibilizadas con IgE y estimuladas con Ag, decidimos evaluar la expresion
de citocinas relacionadas con la sefalizacion de Ca?*. Como podemos
observar en la Figura 17A, la expresion de Tnf-a, 1I-4 e II-2 fue, al menos dos
veces mayor en BMMCs hipoxicas en comparacion con las BMMCs
normoxicas (Figura 17B, C y D), mientras que la expresion génica de citocinas
que aparentemente no dependen de la sefializacién de Ca?* (como II-6, Ccl-2,
II-3 y Tgf-B), tuvieron niveles muy similares tanto en BMMCs incubadas en cyH

como en normoxia (Figura 18).
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Figura 17. La cyH induce un incremento en los niveles de ARNm de citocinas
relacionadas con la sefializacién de Ca?* en CCs estimuladas con el complejo IgE/Ag.
(A) Imagen representativa de un gel de agarosa que muestra la expresion de Tnf-q, 1I-4 e
II-2 en BMMCs normoxicas o hipoxicas estimuladas con Ag durante 2 h. La expresién génica
se midié mediante PCR en punto final. (B-D) Graficas que muestran el analisis densito-
métrico de los amplicones de Tnf-a, II-4 e II-2 en BMMCs expuestas al protocolo de cyH o
mantenidas en normoxia, tras el reto con el complejo IgE/Ag. El aumento en la expresion
génica de cada citocina fue evaluado con respecto a las BMMCs normoxicas o hipoxicas
sin estimulacion, es decir, sin el reto antigénico, y se normaliz6 utilizando la expresion de la
enzima Gapdh. *p < 0.05 y **p < 0.01 vs N mediante una prueba t de Student. n = 3-5
experimentos independientes utilizando cultivos de BMMCs diferentes. N: normoxia; cyH:

hipoxia ciclica.
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Figura 18. La cyH no induce un incremento en los niveles de ARNm de 1I-6, Ccl-2, 1I-3
y Tgf-B en CCs estimuladas con el complejo IgE/Ag. Imagenes representativas de geles
de agarosa que muestran la expresién de citocinas en BMMCs normoxicas o hipdxicas
estimuladas con Ag durante 2 h, junto con el andlisis densitométrico de los amplicones de
cada citocina. La expresion génica se determind mediante PCR en punto final. El aumento
en la expresion génica de cada citocina fue evaluado con respecto a las BMMCs normoxicas
o hipéxicas sin estimulacion (sin Ag), utilizando como gen control la expresion de la Gapdh.
n = 3-4 experimentos independientes utilizando cultivos de BMMCs diferentes. N: normoxia;

cyH: hipoxia ciclica.
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En conjunto, los datos experimentales obtenidos en este proyecto indican que
las CCs estan presentes en zonas de cyH dentro del tumor de melanoma y
que, esta condicion prevalente del microambiente tumoral podria polarizarlas
hacia diferentes fenotipos. Particularmente, la exposicién a cyH, modifica el
perfil transcripcional de las BMMCs y las vuelve mucho mas sensibles a la
estimulacién con IgE/Ag, afectando la transcripcion génica solo de ciertas
citocinas inflamatorias. Las repercusiones de este cambio fenotipico en la
progresion tumoral aguardan para ser exploradas, ya que se sabe que, hay
una relacién muy estrecha entre el cancer y las alergias, y el esclarecimiento
de los mecanismos moleculares que conducen a que las CCs se polaricen
hacia un fenotipo pro o antitumoral, podria ayudar al disefio de nuevas
herramientas farmacol6gicas que tengan como blanco la activacion de las

células cebadas asociadas a tumores.
7. DISCUSION

La presencia de CCs en biopsias de tumores malignos ha sido ampliamente
descrita tanto en humanos como en modelos animales [20,36]; sin embargo,
los mecanismos por los cuales este tipo celular ejerce funciones pro o
antitumorales, no se conocen del todo. Se sabe que las CCs actuan como un
arma de doble filo en el contexto del cancer y se ha sugerido que esto depende
del tipo y estadio del tumor, del organismo en estudio y de los estimulos que
estas células reciban del TME. La activacion de las CCs por estimulos del
TME podria llevarlas a que sinteticen y liberen mediadores inflamatorios
capaces de favorecer o limitar la proliferacion de las células tumorales,
formacion de vasos sanguineos y/o la respuesta inmune contra el tumor [36].
De todos los factores presentes en el TME que podrian modificar el fenotipo
de las CCs (como por ejemplo la adenosina, IL-33, lactato, entre otros), la

hipoxia ciclica (cyH) es de los menos estudiados.

En el presente trabajo se puso a prueba la hipotesis de que la cyH podria

inducir cambios importantes en el perfil transcripcional y funciones de las CCs.

Para explorar tales cambios, primero evaluamos la presencia de CCs en zonas
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expuestas a cyH en tumores de melanoma murino. Después, implementamos
y validamos un protocolo experimental de cyH in vitro utilizando a las BMMCs
como modelo de estudio. Finalmente, realizamos un andlisis transcriptémico
masivo de las BMMCs expuestas a cyH haciendo uso de la tecnologia de
microarreglos. Los principales resultados de este estudio son: 1) las CCs se
localizan preferencialmente en zonas del tumor de melanoma expuestas a
hipoxia tanto cronica como ciclica; 2) in vitro, la cyH induce cambios
transcripcionales en las BMMCs, incrementando la expresién de 1265 genes,
algunos de los cuales codifican para proteinas involucradas en el proceso de
transcripcion, fosforilacion oxidativa, y vias de sefializacion como la via del
FceRl; y 3) la cyH induce un cambio fenotipico en las CCs, caracterizado por
una hiperactividad de secrecién tras un reto antigénico. A continuacion,

discutiremos cada uno de estos hallazgos en el orden mencionado.

Las CCs se localizan preferencialmente en zonas del tumor de melanoma

expuestas a hipoxia tanto cronica como ciclica

El microambiente tumoral (TME) es un ecosistema virtual de interacciones
complejas en el que coexisten células genéticamente transformadas y
fenotipicamente adaptadas a condiciones hostiles. La dinamica de esas
interacciones determina la tasa de crecimiento del tumor, el escape del
sistema inmune y la metastasis [102]. Se ha demostrado que la hipoxia es una
caracteristica distintiva del TME, y que en los tumores sélidos los niveles de
O:2 son fluctuantes, esto debido a una angiogénesis anormal caracterizada por
la formacion de vasos sanguineos disfuncionales que a menudo llegan a tener
fugas, lo que conduce a patrones de hipoxia/reoxigenacion dentro del tumor
[103]. Los analisis de estas fluctuaciones de Oz en tumores in vivo, han
permitido establecer algunos criterios anatémicos para definir que cierto tejido
presenta zonas potencialmente sometidas a cyH [64,72]. Nuestros resultados
indican que, efectivamente los tumores solidos presentan este patron de
hipoxia/reoxigenacion, ya que encontramos zonas dentro del tumor que fueron

positivas tanto para pimonidazol como para CD31. Estas dos moléculas han
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sido ampliamente utilizadas como marcadores de hipoxia y vasos sanguineos,
respectivamente [81,104]. Nuestros resultados indican que, adn en presencia
de vasos sanguineos, el tejido permanece hipoxico y esto podria sugerir una

vasculatura anormal o deficiente.

Por otro lado, se ha demostrado la presencia de CCs en la mayoria de los
tumores solidos [36]; sin embargo, nuestro trabajo demuestra, por primera vez,
la presencia de CCs (usando triptasa como marcador de este tipo celular) en
zonas potencialmente sometidas a cyH. Ademas, encontramos que algunas
de estas células positivas para triptasa no colocalizaron con CD31, lo que
sugiere que, al menos en el tumor de melanoma murino, las CCs siguen un
patron de distribucion diferente a las condiciones normales, ya que se sabe
que este tipo celular se localiza cerca de vasos sanguineos [94]. En estudios
previos de nuestro laboratorio se demostrd que las CCs estan presentes en
zonas hipoxicas dentro del tumor de melanoma y no solo eso, también se
reveld que estas células estaban hipdxicas [42]. En el presente estudio,
refinamos esta observacién y demostramos que las CCs dentro del tumor de
melanoma estan localizadas en areas expuestas a cyH, lo cual podria
promover alteraciones particulares en el fenotipo de las CCs que podrian

relacionarse con su papel pro o antitumoral en el cancer.
La cyH induce cambios transcripcionales en las CCs

Para caracterizar estas posibles alteraciones fenotipicas inducidas por la cyH
dentro del tumor de melanoma, utilizamos un modelo in vitro que simula los
patrones de hipoxia/reoxigenacion en los tumores. Este protocolo se baso en
reportes previos donde las mediciones de Oz en tumores in vivo revelaron una
frecuencia de 0.5 a 1 ciclo de hipoxia por hora [72]. Los efectos de los ciclos
de hipoxia/reoxigenacién fueron evaluados en distintos parametros de la
fisiologia de las BMMCs, y encontramos que la cyH induce un aumento en la
expresion de marcadores asociados a la hipoxia como Hif-7a'y Vegf; asi como
un aumento considerable en la produccion de ROS, que es caracteristico en
los periodos de reoxigenacion y que ha sido reportado como un distintivo de
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este tipo de hipoxia [71]. Nuestros resultados concuerdan con aquellos
estudios realizados en otros tipos celulares como células endoteliales y células
tumorales [76,95], sugiriendo funciones conservativas de la via de HIF-1a en
las BMMCs expuestas a condiciones de cyH. De manera interesante
encontramos un incremento en la expresion del ARNm de Tnf-a en el segundo
periodo de reoxigenacion (R2) con respecto a su previo periodo de hipoxia
(H2) (ver Figura 13B), lo que podria explicarse por el mayor aumento de ROS
en los periodos de reoxigenacién (Figura 11), ya que las ROS pueden activar
factores de transcripcion como NF-kB y estimular la producciéon de citocinas

proinflamatorias como el TNF-a [105].

Para identificar con mas detalle los cambios transcripcionales en BMMCs
expuestas a cyH, se utilizé la tecnologia de microarreglos, y encontramos que
estas células aumentan la expresion de genes que se asocian con diferentes
procesos bioldgicos, componentes celulares y vias de sefalizacion,
relacionados con la capacidad de la célula para responder adecuadamente a
las condiciones de hipoxia. Por ejemplo: una de las vias mas enriquecidas fue
la via de la fosforilacion oxidativa, donde encontramos la sobreexpresion de
genes que codifican para las subunidades de la ATP sintasa y para enzimas
requeridas en la cadena de transporte de electrones como la NADPH
deshidrogenasa o complejo |. Estos resultados indican que la cyH induce
cambios transcripcionales que se asocian con la produccion de ATP, y esto es
consistente con los cambios energéticos con los cuales debe lidiar la célula al
haber una disminuciéon de O2, ya que esta molécula funciona como el aceptor
final de la cadena de transporte de electrones y es indispensable para la
eficiente produccion de ATP [96,99]. Las implicaciones funcionales de este
importante cambio metabdlico en CCs expuestas a cyH permanece como una

cuestidén que necesita ser investigada.

Ademas de los cambios metabdlicos, la firma transcripcional de las CCs
expuestas a cyH se relaciond con el enriqguecimiento de procesos como la

transcripcion, la regulacion transcripcional y la union al ADN. Algunos de los
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genes sobrexpresados en estas categorias codifican enzimas importantes
para la metilaciéon del ADN, como Dnmtl y Dnmt3a; otros genes alterados
como Brfl, Taf3 y Teadl, codifican proteinas necesarias para el complejo de
iniciacion de la transcripcion; o genes como Srsfs y Ang2, que codifican el
factor de empalme 5 rico en serina y arginina y el factor de crecimiento 2 de la

angiopoyetina, respectivamente.

Nuestros hallazgos concuerdan con el conocimiento que se tiene acerca de
que cualquier célula en condiciones de hipoxia modifica su expresion génica,
lo que le permite activar mecanismos de adaptacion que promueven la
sobrevivencia celular ante esta condicion adversa [98,106]. De manera
interesante, se sabe que la hipoxia es una condicion que altera muchos
patrones de splicing alternativo, un proceso critico para la adaptacion de las
células al microambiente normal y tumoral. Este proceso esta mediado por
varios polipéptidos, entre ellos las proteinas SR, como el SRSF5 [98]. Un
estudio demostrg, en células de cancer de préstata, que la expresion y los
niveles de fosforilacion de las proteinas SRSFs (particularmente en SRSF5)
se incrementan significativamente en la hipoxia [97]. Ademas, también se ha
demostrado que la expresion de Ang2 aumenta en condiciones de hipoxia [97].
Aungque ambos reportes apoyan nuestros resultados, este es el primer trabajo
que evalula la firma transcripcional de las CCs en un ambiente de cyH, y abre
el panorama para seguir investigando los mecanismos por los cuales este tipo

celular se adapta a ambientes adversos en condiciones patolégicas.

Uno de los hallazgos mas interesantes de este trabajo fue el enriquecimiento
de la via de sefalizacion del FceRl en BMMCs expuestas a cyH. Se sabe que
la activacion de este receptor conduce a la desgranulacion de las CCs y a la
produccion de mediadores lipidicos y diversas citocinas inflamatorias [18].
Tomando en cuenta esto, decidimos validar la funcionalidad de esta via y
encontramos que las CCs hipoxicas aumentan la secrecién de la enzima -
hexosaminidasa tras la estimulacion con IgE/Ag, en comparacion con células

norméxicas. Curiosamente, algunos de los genes sobrexpresados en cyH que
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se asociaron con esta via, como el Fcerlg y Alox5ap, también se encuentran
aumentados en otras condiciones patoldgicas como la osteoartritis [107]. Dado
que la osteoartritis se caracteriza por la inflamacion de los tejidos y la baja
perfusion de Oz [108], es posible especular que un aumento de los elementos
de senalizacion asociados al complejo FceRI (y por ende una elevada
activacion de las CCs) podria ser un marcador distintivo de los entornos con

bajos niveles de Oo.

A pesar de que encontramos cambios transcripcionales interesantes, el perfil
de citocinas inducido por la cyH no concuerda con los marcadores
caracteristicos de los macréfagos M1 o M2. Esto sugiere que la cyH podria no
ser suficiente para polarizar a las CCs hacia un fenotipo parecido al de los
macréfagos, o bien, se podria pensar que las CCs no siguen el paradigma de
polarizacion de los macrofagos, debido a que los estudios transcripcionales
sugieren que las CCs son células muy diferentes a los macréfagos y otras

estirpes celulares [12,14].
Cambio fenotipico de las CCs inducido por la cyH

El fenotipo hipersecretor de las CCs expuestas a cyH se caracterizé por un
aumento en la actividad de la enzima PLCy, en la movilizacion de Ca?*y en la
expresion de citocinas asociadas a la sefializacion de Ca?*, como Tnf-q, Il-4 e
II-2, pero, hasta la fecha se desconocen las implicaciones que podria tener
este cambio de fenotipo en el desarrollo tumoral. Lo que si se sabe es que los
pacientes con mastocitosis sistémica tienen un mayor riesgo de desarrollar
tumores solidos, especialmente melanoma y cancer de mama [53]. Por lo
tanto, una sobreactivacion de las CCs podria contribuir al establecimiento y
desarrollo del tumor, ya que la mastocitosis sistémica se caracteriza por un

aumento en la densidad y actividad de las CCs [109].

Varios estudios sugieren que las CCs podrian ser hiperreactivas a los
estimulos presentes en el microambiente tisular en estados patologicos. Por

ejemplo, se ha observado un aumento de la desgranulacion de las CCs y de
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la liberacidn de triptasa en biopsias de tejidos de pacientes con osteoartritis, lo
gue sugiere que el microambiente inflamatorio e hipdxico caracteristico de esta
patologia podria activar las CCs [107]. Por otro lado, se ha demostrado que el
lipopolisacéarido bacteriano (LPS) es capaz de activar a las CCs infiltradas en
el melanoma murino e inducir la secrecion de CXCL10, lo cual promueve el
reclutamiento de células T y la respuesta inmune antitumoral [110]. Ademas,
un estudio reciente demostro que las CCs expuestas a chH (24 h al 1% de Ox)
aumentan la secrecion de la quimiocina CCL-2. Este aumento fue dependiente
de la produccion de ROS y de la translocacion de canales de Ca?* tipo L a la
membrana plasmatica [42]. Curiosamente, se ha observado que la hipoxia
promueve la translocaciéon membranal de vesiculas positivas para LAMP2 [36].
Este fendmeno se ha asociado con la activacion de las CCs y los baséfilos
[88], que podria estar relacionada con la movilizacion de granulos a la
membrana plasmatica y, en JUltima instancia, con el aumento de la

desgranulacion de las CCs, tal y como observamos en este trabajo.

Por otro lado, estudios previos de nuestro laboratorio sugieren un aumento de
la actividad del sistema de sefializacion del FceRI en las CCs asociadas a
tumores, ya que, se observé un mayor crecimiento del tumor de melanoma en
ratones administrados con altas cantidades de IgE (ratones atopicos), en
comparacién con aquellos ratones que fueron administrados con vehiculo [23].
Estos datos sugieren que las CCs presentes en el tumor son mas sensibles a
la activacion dependiente de IgE, lo que, a su vez, promueve la angiogénesis
tumoral [23]. Otro estudio demostrd que las alergias aumentan el crecimiento
del tumor y la resistencia a la inmunoterapia de forma dependiente de la
histamina [111]. Sin embargo, se desconoce si las CCs asociadas a tumores
podrian liberar histamina en respuesta a la cyH y promover el crecimiento

tumoral.

A pesar de que en este trabajo demostramos que las CCs expuestas a cyH
modifican su fenotipo y son hiperreactivas tras un reto con IgE/Ag, los

resultados no pueden extrapolarse directamente a modelos in vivo de
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crecimiento tumoral, ya que las BMMCs tienen limitaciones como modelo
celular totalmente diferenciado. Son necesarios muchos mas estudios para
demostrar que la cyH del microambiente tumoral polariza a las CCs hacia un
fenotipo hiper-secretor. Por ejemplo, el aislamiento de las CCs del tumor, con
una manipulaciéon minima o la secuenciacion del ARN de células individuales
permitiria saber si el cambio fenotipico inducido por la cyH es especifico de la
activacion del FceRI o si puede extenderse a otros estimulos presentes en el
TME.

Finalmente, los principales hallazgos del presente trabajo y las probables

implicaciones fisiopatoldgicas se resumen en la Figura 19.
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Figura 19. La cyH promueve la plasticidad fenotipica en las CCs al inducir cambios

transcriptdmicos significativos que conducen a la hiperactividad tras la estimulacion
con IgE/Ag. Las CCs expuestas a cyH aumentan su produccién de ROS y modifican su
perfil transcripcional. Entre los genes regulados al alza se encuentran marcadores clasicos
de hipoxia como Hif-1ay Vegf. Ademas, estos genes se asocian a vias como la fosforilacion
oxidativa y a la via de sefalizacion del FceRI. Un aumento de elementos importantes en la

via de sefializacion del FceRIl conduce a una sobreactivacion de la enzima PLCy y un
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aumento en la movilizacién de Ca?* intracelular, lo que culmina en un aumento de la
desgranulacién y de la expresion de ARNm de citocinas, como Tnf-a, II-2 e 1I-4. Este fenotipo
hiperreactivo de las CCs activadas por el complejo IgE/Ag podria promover la angiogénesis,
el crecimiento tumoral y la metastasis. TAMC: célula cebada asociada al tumor; TME:

Microambiente tumoral. Imagen creada con BioRender.com.

8. CONCLUSIONES

La cyH induce cambios importantes en el transcriptoma de las CCs, los cuales
se traducen en un cambio de fenotipo que aumenta la respuesta de
desgranulacion tras la activacion del receptor FceRI en este tipo celular. Esta
hiperactividad esta inducida por las cyH se caracterizd por un aumento en la
actividad de la PLCy junto con el incremento en los niveles de Ca?* intracelular
y su sefializacion. Ademas, nuestros resultados demuestran por primera vez
gue, las CCs se localizan en zonas sometidas a cyH dentro de los tumores de

melanoma murino.

9. PERSPECTIVAS

Profundizar en el mecanismo por el cual la cyH induce una

hiperactividad en las CCs.

- Evaluar la secrecién de otros mediadores, como la histamina y
derivados del acido araquidoénico, en respuesta a la activacion del FceRl
con IgE/Ag en células hipoxicas.

- Determinar si la hiperactividad de las CCs en cyH es especifica del
receptor FceRI, o si la activacion de otros receptores como el TLR4

podria inducir una hiperactividad de estas células.

- Evaluar la participacion de las ROS en la hiperactividad de las CCs

expuestas a cyH y estimuladas con IgE/Ag.

- Determinar si las CCs asociadas a tumores de melanoma también

presentan este perfil transcripcional y fenotipo de hiperactividad.
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Evaluar el papel de las alergias en la progresién tumoral utilizando el
modelo de melanoma murino.

Probar el efecto de un antihistaminico en la progresién tumoral del

melanoma murino.
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11. ANEXOS

ANEXO |

Preparacion de soluciones
Medio DMEM para cultivar las células B16-F1

DMEM (#catalogo: 31600-034, Gibco)............ 50
Bicarbonato de sodio..............ccooiiiiiii 0.75¢g
Piruvato de sodio (Sigma)...........ccceveviiennn 5 mL del stock
Aminoacidos no esenciales (Gibco)................ 5 mL del stock
Penicilina/Estreptomicina (Gibco).................. 6 mL del stock
Antibidtico/Antimicotico (Gibco)..................... 5 mL del stock
Suero fetal bovino inactivo (Gibco).................. 50 mL

Ajustar el pH a 7.4 y aforar a 500 mL con H20 miliQ, posteriormente filtrar
con unidad de filtracion de 0.22 um (#catalogo 441117, Corning).

Almacenar a 4 °C.

Medio RPMI para cultivo de BMMCs

RPMI (#catalogo: ).......ccceoieiiiiiiieieees 109
Bicarbonato de sodio..............coceiiiiiini, 29

L3 e 20 ng/mL
HEPES 25 mM
B-mercaptoetanol 50 uM

Piruvato de sodio (Sigma)...........cccevevniiennn 10 mL del stock
Aminoacidos no esenciales (Gibco)................ 10 mL del stock
Penicilina/Estreptomicina (Gibco).................. 12 mL del stock
Antibidtico/Antimicético (Gibco)..........coeuenen... 10 mL del stock
Suero fetal bovino inactivo (Gibco).................. 100 mL

Ajustar el pH a 7.4 y aforar a 1000 mL con H20 miliQ, posteriormente filtrar
con unidad de filtracion de 0.22 um (#catélogo 441117, Corning).
Almacenar a 4 °C.
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Buffer Tyrode’s-BSA

Cloruro de sodio (NaCl, Sigma)......................... 7.88¢
Cloruro de potasio (KCI, Sigma)............ccvvveeeeee. 0.372¢g
Cloruro de magnesio (MgClz, Sigma).................. 0.203 g
Cloruro de calcio (CaClz, Sigma)..........ccccvvenenenes 0.264 g
Glucosa (Sigma)......ccoeviiiiii e 1.009 g
Hepes 1M pH 7.0 (Sigma)..........coovviiieiiiiinnnnn 20 mL
Albumina sérica bovina fraccion V (Sigma).......... 05¢9

Ajustar el pH a 7.4 y aforar a 1 L con H20 miliQ, posteriormente filtrar en
unidad de filtracion de 0.22 um y almacenar a 4 °C.
Nota: Para preparar el buffer Tyrode’s sin albimina se sigui6 el mismo

procedimiento, pero sin agregar los 0.5 g de albumina sérica bovina fraccién
V.

Tripsina / EDTA al 0.05%
Tripsina al 25% (GibCO).......ccoviiiiiiiiiiii, 10 mL
EDTA (Sigma).....ccovvviiiiiiiiieeeee e 0.25¢

Aforar a 500 mL con H20 miliQ y filtrar en unidad de filtracion de 0.22 pm.
Almacenar a 4°C.

PBS 1X

Disolver 2 tabletas de PBS (Sigma) en 400 mL de H20 miliQ. Esterilizar en
autoclave.

TBE 5X

Trizma® Base (Sigma)........cccoovviiiiiiiiiiin, 54 g
Acido borico (Sigma)........cooueeiieeiiiieeiiiieee 2759
EDTA (Sigma).....ccoviiiiiiiiiiie 429

Ajustar pH a 8.0, aforar a 1 L y almacenar a temperatura ambiente. Para
preparar el buffer de corrida 1X (el utilizado para la electroforesis), disolver 100
mL de buffer TBE 5X en 400 mL de H20 miliQ.
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PFA al 4%
Disolver 2 g de PFA en 50 mL de PBS 1X. Ajustar el pH a 7.4, filtrar y usar

inmediatamente.

Solucidén Stop

M. en C. Deisy L. Segura Villalobos

Disolver 1.05 g de carbonato de sodio (Na2COs) mas 0.84 g de bicarbonato de

sodio (NaHCO3) en 100 mL de agua miliQ. Almacenar a temperatura ambiente.

ANEXO

Secuencias de oligonucleétidos empleados en las PCRs

Tabla I. Secuencias de oligonucleétidos utilizados para PCR en punto final
Gen Secuencia sentido Secuencia anti-sentido Ref

Hif-1a | 5-CTCAAAGTCGGACAGCCTCA-3’ 5-CCCTGCAGTAGGTTTCTGCT-3' | [112]

Vegf | 5-CTGCTCTCTTGGGTCCACTGG-3’ 5-CACCGCCTTGGCTTGTCACAT-3' | [113]

Tnf-a | 5-TTCTGTCTACTGAACTTCGGGGT 5-GTATGAGATAGCAAATCGGCTG | [114]
GATCG GTCC-3' ACG GTGTGGG-3'

Ccl-2 | 5-ACTCAAGCCAGCTCTCTCTT-3' 5-TTCCTTCTTGGGGTCAGCAC-3 | [115]

II-6 5-ATGAAGTTCCTCTCTGCAAGA 5-CACTAGGTTGCCGAGTAGATC [116]
GACT-3’ TC-3

II-4 5-CCAGCTAGTTGTCATCCTGCT 5-CAGTGATGTGGACTTGGACTCA | [117]
CTTCTTTCTCG-3’ TTCAT GGTGC-3’

Tgf-B | 5CGCAACAACGCCATCTATGAG 5 -TTGCAGGAGCGCACAATCATG *
AAA-3’ TTG-3

1I-2 5'- 5-GACAGAAGGCTATCCATCTCCT | [117]
TTCAAGCTCCACTTCAAGCTCTACA | CAGA AAGTCC-3’
GCGGAAG-3’

II-3 5-GATACCCACCGTTTAACCAGAACG | 5-TCCACGGTTAGGAGAGACG [118]
TTG-3' GAG-3’

Gapdh | 5-TGAGGTCGGTGTGAACGGATTT 5-CATGTAGGCCATGAGGTCCAC [116]
GGC-3' CAC-3’

*Estas secuencias fueron disefiadas en Primer-BLAST (NCBI) por nuestro laboratorio.

Tabla Il. Secuencias de oligonucledtidos utilizados para PCR en tiempo real

Gen Secuencia sentido Secuencia anti-sentido
Map2k6 5-ATGTCTCAGTCGAAAGGCAAG-3 5-TTGGAGTCTAAATCCC GAGGC-3’
PIa294a 5-CAGCACATTATAGTGG AACACCA-3 5-AGTGTCCAGCATATCGCCAAA-3’
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Fcerlg | 5-CTCCTTTTGGTGGAACA-AGC-3’ 5-GGGTAAGGA CAATACCATACAAAAA-3’

Gapdh | 5-ATTGTGGAAGG GCTCATGAC-3’ AGTGGATGCAGGGATGATGT-3

Todas las secuencias fueron seleccionadas y tomadas de la plataforma PrimerBank

(https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/), excepto las secuencias para el Fcerlg, que fueron tomadas
de [119].

ANEXO Il

Validacion cuantitativa y cualitativa de las muestras para microarreglos

-Evaluacion funcional de los 3 cultivos usados para la extraccion de ARN
utilizado en los microarreglos.

== Cultivo 2148
=+ Cultivo 2149

100+ _
=& Cultivo 2151

80+ o

60+

\-

407

Liberacion de
3-hexosaminidasa (%)

20+

01 3 9 27

Concentracion de Ag (ng/mL)

Las células de los 3 cultivos fueron estimuladas con diferentes
concentraciones de Ag y posteriormente se evallo la liberacion de la enzima
B-hexosaminidasa, como se describe en la seccion 5.13. Como podemos
observar, los 3 cultivos celulares responden a la estimulacion antigénica

liberando la enzima B-hexosaminidasa (desgranulan), o cual nos habla de que
estas células son funcionales.

-Evaluacion de la cantidad y calidad del pool de RNA utilizado para los
microarreglos
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TOmm Absorbance

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310

\Wavelength (nm)

Gel de agarosa 1.5% que muestra las dos subunidades del ribosoma, sin otras
bandas presentes, lo cual es un indicativo de que el ARN extraido de células
expuestas al protocolo de cyH y mantenidas en normoxia no esta degradado
(panel derecho). Adicionalmente, el espectro de absorcion de estas muestras
de ARN indica que no hay presencia de contaminantes, ya que se puede

observar un solo pico (panel izquierdo).
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