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1. Resumen / Abstract

1.1. Resumen

Poner a punto una nueva terapia anticancerigena ayudaria a combatir la alarmante tasa de mortalidad
del cancer y el desarrollo de resistencias frente a los tratamientos actuales. Para ello, es esencial conocer
los mecanismos de la transformacion tumoral. Entre estos, destaca la reprogramacion metabdlica donde
sobresale el papel mitocondrial presente en todos los pasos de la oncogénesis. Una propuesta terapéutica
prometedora es la hipertermia. La biologia tumoral hace que las células cancerosas sean mas vulnerables
a los efectos del estrés térmico. A pesar de haberse demostrado la efectividad de esta terapia, por el
momento la mayoria de los mecanismos mediante los que actia son desconocidos. Por ello es necesaria
mas investigacion basica para comprender su modo de accion. En este trabajo se ha estudiado como la
hipertermia afecta a la organizacion y actividad del sistema OXPHOS, la expresion génica y estabilidad
celular en tres modelos celulares de cancer de mama que representan diferentes fenotipos tumorales.
Todos los resultados obtenidos apuntan a un efecto beneficioso de esta terapia en la lucha contra el
cancer, especialmente para la linea MDA-MB-231. Por otro lado, el impacto de la hipertermia en el
microambiente tumoral convierte el calor en un excelente radiosensibilizador y quimiosensibilizador,
siendo usada muchas ocasiones como terapia adyuvante para mejorar la eficacia de los tratamientos
tradicionales. Se ha tratado de estudiar la sinergia entre la hipertermia y el farmaco Mdivil sin obtener
resultados prometedores acerca de un efecto positivo en el uso combinado de ambas terapias. Las
modalidades actuales de aplicacion de hipertermia tradicional presentan desventajas como son la
termotolerancia, calentamiento de tejidos adyacentes y la falta de reproducibilidad. Como perspectiva
futura surge la hipertermia magnética intracelular basada en el uso de nanoparticulas funcionalizadas
dirigidas principalmente a la mitocondria, dada su estrecha relacion con el proceso oncogénico y la
termogénesis celular.

1.2. Abstract

Developing a new anticancer therapy would help face the alarming cancer mortality rate and the
development of resistance to current treatments. To do so, it is essential to understand the mechanisms
of tumor transformation. Among these mechanisms, metabolic reprogramming stands out, with the
mitochondrial role being prominent in all steps of oncogenesis. A promising therapeutic proposal is
hyperthermia. The biology of the tumor makes cancer cells more vulnerable to heat. Despite the
effectiveness of this therapy being proven, most of the mechanisms by which it acts are currently
unknown. Therefore, basic research is needed to understand its mode of action. In this work, the effects
of hyperthermia on the organization and activity of the OXPHOS system, gene expression, and cellular
stability were studied in three breast cancer cell models representing different tumor phenotypes. All the
results obtained point to a beneficial effect of the therapy in the fight against cancer, especially for the
MDA-MB-231 cell line. Moreover, the impact of hyperthermia on the tumor microenvironment makes
heat an excellent radiosensitizer and chemosensitizer, often used as an adjuvant therapy to improve the
efficacy of traditional treatments. The synergy between hyperthermia and the drug Mdivil was studied
without obtaining promising results regarding a positive effect from the combined use of both therapies.
Current modalities of traditional hyperthermia application present disadvantages such as
thermotolerance, heating of adjacent tissues, and lack of reproducibility. As a future perspective we find
intracellular magnetic hyperthermia based on the use of functionalized nanoparticles mainly targeting
the mitochondria, given their close relationship with the oncogenic process and cellular thermogenesis.



2. Introduccion

Hasta la fecha, el cancer contintia siendo un problema de salud global. A pesar de los constantes avances
en investigacion, la tasa de mortalidad por recurrencia y metastasis es elevada. (1)

A lo largo de la historia, se ha tratado de descifrar el origen y mecanismo de la trasformacion tumoral
teniendo en cuenta que las células cancerosas no inventan nuevos mecanismos, sino que manipulan las
vias moleculares existentes para lograr su desarrollo. En 1924, Otto Warburg describi6 por primera vez
como las células cancerosas exhiben un metabolismo alterado, metabolizando la glucosa
anaerobicamente, incluso en presencia de oxigeno. (2) Con el paso de los afios se han ido desentrafiando
mas rasgos del metabolismo tumoral. En el afio 2000, Hanahan y Weinberg propusieron seis
caracteristicas distintivas del cancer que han sido ampliamente aceptadas: mantenimiento de la
senalizacion proliferativa, evasion de los supresores del crecimiento, resistencia a la muerte celular,
inmortalidad replicativa, induccion de angiogénesis y activacion de invasion y metastasis (Figura 1 A).
Unos afios mas tarde, en una nueva revision, los mismos autores plantearon dos nuevos rasgos:
desregulacion del metabolismo energético y evasion del ataque inmune; y, tratando de explicar como
las células adquirian estos, definieron dos capacidades habilitantes: por un lado, la inestabilidad
gendmica que permite la acumulacion de mutaciones y, por otro, la promocion de la inflamacion (Figura

1B)).(3,4)
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Figura 1. A) Representacion de las seis caracteristicas distintivas del cancer propuestas en la perspectiva del ario 2000. (3)

B) Representacion de las sefiales de identidad emergentes sugeridas en la revision de la primera propuesta, asi como las dos
caracteristicas habilitantes del desarrollo tumoral. (4)

Conforme avanzan los conocimientos y las técnicas, se pone de manifiesto la complejidad de la
enfermedad y surgen nuevas teorias. Es mas, en los ultimos afios, se ha consolidado la idea de que para
entender la biologia tumoral no se deben considerar inicamente los rasgos de las células cancerosas,
sino que hay que tener en cuenta las contribuciones del “microambiente tumoral” y las interacciones
entre ambos. (5)

Las regiones tumorales se caracterizan por un escaso flujo sanguineo y, unido a ello, una baja presion
de oxigeno (pO-) caracteristica de regiones hipdxicas y un ambiente acidico. (6,7) Ademas, presentan
una presion intravascular (IFP) mas alta como consecuencia de la estructura vascular desorganizada,
vasos irregulares, tortuosos y las condiciones alteradas del drenaje linfatico.(8) Dentro de los efectos
por la condicion de hipoxia se encuentra la expresion de los factores inducibles de hipoxia (HIF). Estos
factores de transcripcion se encargan de modular los genes en respuesta a baja concentracion de oxigeno
para permitir la supervivencia de las células. Se ha demostrado que, en los tumores, HIF ejerce control
sobre la angiogénesis, el metabolismo, la intravasacion, la metastasis, las células madre cancerosas,
resistencia terapéutica y la evasion inmune. (6,7,9,10) Respecto al bajo pH extracelular, esta causado
por la alteracion del metabolismo de la glucosa que, preferentemente, sufre conversion a lactato
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generando en el proceso iones de hidrogeno. Estos iones se acumulan en la region tumoral en vez de
eliminarse debido al flujo sanguineo inadecuado originando el ambiente acidico. (6,7)

2.1. Mitocondrias y su metabolismo en el cancer

La elevada proliferacion celular durante el proceso tumoral exige gran demanda de lipidos, aminoacidos
y nucleotidos para cuya sintesis se requiere ATP, Acetil-CoA y NADPH. (11) De acuerdo con este punto
de vista, son esenciales mitocondrias funcionales para el crecimiento tumoral, en contraste con la
observacion de Warburg de la posible disfuncionalidad de estos organulos en el cancer. (2)

Las mitocondrias presentan dos membranas, la externa e interna, quedando entre ambas el espacio
intermembrana. La membrana interna forma unas invaginaciones conocidas como crestas
mitocondriales donde se encuentra el sistema OXPHOS (Figura 2). Los componentes de este sistema
son: cuatro complejos respiratorios (CI-IV), transportadores moéviles de electrones (coenzima Q (CoQ)
o ubiquinona y citocromo C), ATP-sintasa (CV) y factores y proteinas mitocondriales adicionales que
contribuyen al funcionamiento correcto del sistema. (12)

La forma en la que estos elementos se organizan ha sido extensamente estudiada. Durante un tiempo
convivieron dos propuestas de modelos antagdnicas. Por un lado, el modelo rigido (1947) que describe
el sistema como una entidad fija compuesta por los diferentes complejos respiratorios; y, por otro lado,
el modelo de fluidos (1961) en el que los complejos se distribuyen al azar disfrutando de libertad de
movimiento dentro de la membrana. Sin embargo, debido a que surgieron nuevas observaciones que no
podian ser justificadas con ninguno de los modelos expuestos, se propuso un modelo original
denominado modelo de plasticidad (2008). Esta nueva vision acepta la coexistencia de complejos
individuales y formando parte de supercomplejos que mantienen un estado dindmico permitiendo
cambios en las asociaciones y proporciones segun el estado metabdlico y el tipo celular, con el objetivo
de optimizar el uso de los sustratos disponibles para obtener energia. (13,14)

aH H*, 2H,
3H°,
inter membrane space
ey Jl ——
| - QH, 1

seslescarecen sesececs eeseces

mitochondrial matrix .i‘

20, H. O
' Succinate Fumaralo '

NADH+H* NAD'+2H* ADP+P,

ATP

3H"

Figura 2. Modelo de la cadena de transporte de electrones mitocondrial y la ATP-Sintasa (sistema OXPHOS) (14)

Las mitocondrias son cruciales en muchas funciones celulares, principalmente la generacion de energia
en forma de ATP mediante la fosforilacion oxidativa, pero también en otros mecanismos como el estado
de oxidacion-reduccion, niveles de calcio citosolico, generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
y de precursores biosintéticos para diferentes rutas bioquimicas, asi como la iniciacion de la apoptosis.
(12) Dada la importancia de las mitocondrias para los procesos celulares vitales, no es sorprendente que
las funciones mitocondriales estén implicadas en todos los pasos de la oncogénesis, incluyendo
iniciacion, crecimiento, metéstasis y respuesta al tratamiento. (2) Para satisfacer los requerimientos
metabdlicos de las células cancerosas, las mitocondrias actian en todos los niveles mencionados,
incluyendo la produccion de oncoproteinas y oncometabolitos, al igual que en la respuesta inflamatoria
e inmune. Contribuyendo a esta idea, se ha observado que la eliminacion del DNA mitocondrial de las
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células cancerosas reduce su tasa de crecimiento y compromete la tumorigénesis. (11,15) En conclusion,
las mitocondrias desempefian un papel central y multifuncional en la progresion de tumores malignos vy,
dirigirse a las mitocondrias como diana puede proporcionar nuevas oportunidades terapéuticas. (15)

2.2. Terapias anticancerigenas y resistencias

El objetivo principal de los tratamientos contra el cancer consiste en la erradicacion de las células
malignas. Durante muchos afios, los pacientes tenian pocas alternativas de tratamiento, entre los que se
incluian cirugia, radioterapia y quimioterapia, ya sea individualmente o en combinacion. Estas terapias
se enfrentan a multiples desafios como son la administraciéon prolongada, efectos secundarios derivados
de la toxicidad celular en las células sanas y desarrollo de resistencias. (16—19)

Las resistencias derivan tanto de la heterogeneidad del tumor, en el que pueden existir subpoblaciones
capaces de establecer mecanismos de escape, asi como de las propias caracteristicas del microambiente
tumoral. (17) Por ejemplo: i) el escaso flujo sanguineo reduce la eficacia con la que los agentes
quimioterapéuticos alcanzan la regién tumoral; ii) la baja presion de oxigeno limita el efecto de la
radioterapia mediado por la produccion de ROS que ocasionan dafio en el DNA tras irradiar las células,
al igual que el mecanismo de accion primario de muchos quimioterapéuticos ya que las células
cancerosas hipdxicas se dividen con menor rapidez; iii) el pH bajo se ha asociado con el deterioro de la
funcion de las células inmunitarias generando una inmunosupresion que permite el crecimiento sin
control de los tumores. Ademas, el ambiente acidico compromete la eficacia terapéutica de muchos
agentes quimioterapéuticos que, al ser bases débiles, se cargan en presencia de pH &cido, lo que les
impide cruzar facilmente la membrana celular; y iv) los tumores con elevada IFP responden menos a la
radioterapia, aunque se desconoce la razon. (6,7)

2.3. Hipertermia

Debido a las limitaciones de las terapias actuales, es necesario el desarrollo de nuevos tratamientos mas
eficaces, precisos y minimamente invasivos. (16) Una propuesta prometedora es la hipertermia (HT).
Esta estrategia surge a finales del siglo XIX, cuando se report6 una regresion espontanea de tumores
malignos en pacientes que sufrian fiebres altas debido a infecciones bacterianas. (20) Desde entonces,
se han desarrollado técnicas de calentamiento terapéutico para aplicar al tejido tumoral. (21,22)

Debido a la biologia de los tumores, su respuesta fisioldgica a la hipertermia no es la misma que la del
resto de los tejidos y, de forma natural, las células cancerosas son mas vulnerables al estrés por calor
que las normales. Los tejidos tumorales se caracterizan por vasos sanguineos inmaduros con su
consecuente reduccion del flujo sanguineo, de forma que no son capaces de disipar el calor aplicado con
tanta efectividad, llevando a una acumulacion de calor en la regiéon tumoral. Ademas, la condicion de
hipoxia y acidosis hace que las células tumorales sean mas sensibles al dafio térmico. (23-25)

La hipertermia consiste en incrementar la temperatura del tejido tumoral por encima de los 42.5 °C, lo
que induce una serie de eventos que llevan a la muerte o sensibilizacion de las células cancerosas para
otras terapias. El proceso de destruccion celular ocasionado por el choque térmico no se comprende
perfectamente, pero parece combinar apoptosis, necrosis y catastrofe mitotica.(6) Esto depende en gran
medida del tipo celular y de la temperatura aplicada. A pesar de ello, en la literatura se establece un
mecanismo que se podria considerar consenso. El calor aplicado genera alteraciones en la estructura del
citoesqueleto y en la permeabilidad de la membrana que resulta en un incremento del calcio intracelular.
A su vez, la membrana mitocondrial se despolariza, lo que lleva a la generacion de especies reactivas de
oxigeno. Este cambio en el estado redox junto a la elevada temperatura alteran la estabilidad de las
proteinas, por lo que son susceptibles a desplegarse y agregarse. Dentro de las proteinas afectadas se
encuentran aquellas que participan en el metabolismo del DNA. Estas incluyen el mecanismo de
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reparacion del dafio del DNA que, una vez inhibido, provoca aberraciones cromosomicas e inestabilidad
gendmica. Finalmente, todos estos eventos convergen en la muerte de las células cancerosas.
(18,19,25,26)

La hipertermia, ademds de destruir las células cancerigenas, también genera cambios en el
microambiente tumoral. Se ha demostrado que esta terapia tiene el potencial de aumentar el flujo
sanguineo en un intento por disipar el calor aplicado. Este efecto esta mediado por el incremento en los
niveles de 6xido nitrico (NO) que estimulan la vasodilatacion. Como respuesta al aumento en el flujo se
producen cambios fisiologicos significativos. Estos incluyen: aumento de la oxigenacion,
restablecimiento de las condiciones normales del pH fisiologico, aumento de la permeabilidad vascular
y disminucion de la presion del liquido intersticial. (6,7) Ademas, se ha visto que la hipertermia es capaz
de atraer células inmunitarias al area del tumor. (27)

El conjunto de todos los efectos en el ambiente tumoral e interior celular convierte al calor en un
excelente radiosensibilizador y quimiosensibilizador. Debido a ello, la hipertermia se utiliza la mayoria
de las ocasiones como terapia adyuvante mejorando la eficacia de las terapias anticancerigenas
tradicionales. (17,19)

Respecto a las modalidades de tratamiento convencionales para suministrar calor a un tumor, existen
tres categorias principales: hipertermia de cuerpo entero, regional y localizada. La eleccion del método
depende principalmente de la localizacion del tumor. (21) En hipertermia local se emplean sondas que
generan calor, cuando el tumor esté localizado en una cavidad corporal, o aplicadores superficiales de
calor, cuando el tumor esta ubicado en la piel o debajo de la piel. La hipertermia regional se utiliza
cuando hay que aplicar calor a regiones grandes del cuerpo. En este caso, el procedimiento mas comun
/ Local heating \ / Tocoregionsl hesting \ consiste en la perfusion de liquido caliente a los

organos o extremidades afectadas. Se extrae sangre

Interstitial Hyperthermia / hyperthermia/ Radiative Locoregional
Thermal ablation HIVEC Hyperthermia

Capacitive Locoregional

y del paciente, se calienta ex vivo y se bombea de nuevo

‘ / 4 ‘. Hyperthermia .y .
» ~ <53 <il ‘ a la region corporal que contiene el tumor.
2P Finalmente, la hipertermia de cuerpo entero se

&J’ ™ emplea, sobre todo, en tumores metastaticos. Para
lograr el incremento de la temperatura global corporal

Superficial Hyperthermia

se usan camaras térmicas o mantas de agua caliente
(Figura 3). (21,28,29)

Figura 3. Representacion grdfica de los diferentes métodos de
calentamiento segun las modalidades de tratamiento de

Ve ) hipertermia. (21)

Uno de los problemas de la hipertermia es la termotolerancia. Este término hace referencia a los
mecanismos de resistencia que pueden proteger a las células sanas del estrés térmico e incrementar su
capacidad para recuperarse, como las proteinas de shock térmico (HSP). (30) Las HSP son una familia
de proteinas con propiedades de chaperonas que previene el plegamiento incorrecto y la agregacion de
proteinas durante las respuestas al estrés, por lo que su expresion favorece la recuperacion de las células
frente al choque térmico. (17)

Otro problema de los métodos de aplicacion de hipertermia es que no son especificos para el tumor, son
invasivos y dificiles de realizar repetidamente logrando niveles de calentamiento reproducibles. (28,29)

2.4. Perspectivas futuras de la terapia de hipertermia

Dados todos estos retos, a pesar de que la hipertermia ha sido clinicamente aprobada para el tratamiento
de algunos tipos de canceres, es raramente utilizada. (24) Con el objetivo de superar los obstaculos para
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usar la hipertermia en la lucha contra el cancer, surge una nueva vision de terapia basada en la
combinacion de termometria y nanotecnologia. Esta modalidad terapéutica se conoce como hipertermia
magnética. Generalmente, se suelen basar en el uso de nanoparticulas magnéticas (NPs) de 6xido de
hierro, principalmente de magnetita, Fe,Os. (31) El tratamiento implica la inyeccion de las NPs en la
masa tumoral para posteriormente inducir un aumento de la temperatura con aplicaciéon de campos
magnéticos alternos. Sin embargo, este sistema presenta desventajas como son el bajo poder de
calentamiento intrinseco y efectos secundarios en los tejidos circundantes. Una estrategia para superar
estas limitaciones es disefiar las plataformas incluyendo su funcionalizacion para dirigirlas a organulos
especificos. Asi, se abre una nueva dimension en el tratamiento contra el cancer: terapias organulo-
dirigidas. (32)

Hay ciertos compartimentos celulares que son mejores candidatos como dianas para los tratamientos
tumorales, entre los que destaca la mitocondria. Este orgdnulo es escogido por su asociacion tan cercana
con la funcioén celular, la termogénesis y el cancer; y, en el contexto de hipertermia magnética, porque
este organulo es altamente sensible a la hipertermia y a las ROS. (32,33) La mitocondria es la fabrica
principal del ATP celular y, dado que, su eficacia no es del 100% la energia restante es disipada en forma
de calor. Este proceso genera un incremento en la temperatura intracelular local, por lo que se le
relaciona directamente con la termogénesis celular. Por si no fuera suficiente, cuando se habla de cancer,
se ha reportado que las mitocondrias de las células cancerosas presentan una temperatura mas elevada a
las normales. Esto convierte a este organulo en una mejor diana, ya que la brecha de temperatura que se
tiene que superar para generar dafio es menor y, por tanto, mas facil de alcanzar. (29,33) Finalmente,
como previamente se ha comentado, la funciéon de las mitocondrias estd involucrada en todos los
procesos de la oncogénesis. Por todas estas razones, resulta justificado que la mitocondria sea
considerada un objetivo critico en la terapia contra el cancer. (9)

3. Objetivos

En el proceso de busqueda de nuevas terapias para luchar contra el cancer se requiere una profunda labor
de investigacion para conocer sus mecanismos de accion. En este trabajo se pretende estudiar como
actiia el tratamiento de hipertermia y si existen diferencias en la respuesta al mismo segun el tipo de
linea celular de tumor de mama. Se ha prestado especial atencion a como afecta en la funcidon
mitocondrial dada su estrecha relacion con la tumorigénesis y la termogénesis celular. Este objetivo se
ha abordado mediante la consecucion de varios objetivos especificos:

e Evaluar qué efecto ejerce la hipertermia sobre la organizacion de los complejos y
supercomplejos de la cadena respiratoria mitocondrial y su actividad, segln la linea celular y
temperatura aplicada.

e Estudiar como la HT influye en la expresion génica de acuerdo con el tratamiento térmico
realizado y el tipo celular.

e Analizar como repercute la interaccion entre el tratamiento de hipertermia y el farmaco Mdivil
sobre la actividad metabolica celular en las tres lineas celulares, combinando diferentes
temperaturas y concentraciones.

e (Caracterizar morfologicamente la evolucion de las células tras someterlas a un estrés térmico.
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4. Materiales y métodos

4.1. Cultivos celulares
4.1.1.Lineas celulares

Se han escogido tres lineas celulares comerciales para el estudio del cancer de mama: MCF7, MDA-
MB-468 y MDA-MB-231. Todas ellas fueron obtenidas a partir de tejido pleural de tumores mamarios
con diferente fenotipo, pudiendo estudiar diferentes tipos de canceres de mama.

MDA-MB-231 representa el fenotipo mas agresivo siendo triple negativo (no presenta
receptores para receptor de estrogenos (ER), progesterona (PR), ni sobreexpresa el factor de crecimiento
HER?2). Se caracteriza por un metabolismo muy glucolitico, crecimiento rapido y gran capacidad
metastasica.

MCF7 representa el fenotipo menos agresivo. Son células triple positivas y se caracterizan por
un metabolismo glucolitico y ser la menos invasiva.

MDA-MB-468 con una agresividad intermedia y un fenotipo que tiende a OXPHOS.

4.1.2.Mantenimiento v expansién de los cultivos celulares

El medio de cultivo usado fue DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) con alto contenido en
glucosa (Gibco™ ThermoFisher). Este medio contiene: 4,5 g/L glucosa, L-glutamina 584 mg/L,
piruvato de sodio 1 mM y se suplementa con un 10 % de suero fetal bovino (SFB) (Gibco™
ThermoFisher), 1 % de antibidtico (penicilina G 5000 U/mL y estreptomicina (5 pg/mL) (Gibco™
ThermoFisher) y 0,1 % de antifingico (Fungizone Gibco™).

Las células se cultivaron en placas de p60, p100 y p150 (TPP) en funcion de la cantidad de células
necesarias. Todas las manipulaciones celulares se realizaron en campana de flujo laminar vertical
(NuAire — Biological Safety Cabinets) que, previa y posteriormente a trabajar en ella, se desinfecta con
un periodo de luz UV y limpieza con etanol 70 % de la superficie y material a utilizar. Ademas, todos
los medios de cultivo y productos que iban a ser usados con las células se atemperaron precalentdndose
en el bafo de agua a 37 °C (Selecta). Todos los cultivos se mantuvieron en un incubador termostatizado
(NuAire — Biological) a 37 °C, con un 5 % de CO; y aire saturado de humedad.

Diariamente se comprobd el estado de los cultivos empleando un microscopio invertido (Leica)
determinando tanto la presencia de posibles contaminaciones como su grado de confluencia. Y, en caso
de tomar fotografias durante el seguimiento, se utilizd el microscopio invertido ZOE Fluorescent Cell
Image. Cuando se alcanzaba entre un 70-80 % de confluencia se procedia a realizar pasajes usando la
tripsinizacion. Para ello se retira el medio de cultivo, se hace un lavado con tampdn de fosfato salino
(PBS) (Gibco™ ThermoFisher) y se afiade tripsina (Sigma Aldrich) 0,05 % EDTA (Panreact) 0,02 % en
PBS para despegar las células incubando 5-10 minutos a 37 °C. Una vez pasado el tiempo, se afiade
medio de cultivo y se recogen las células distribuyéndolas en las placas que se consideren adecuadas
segun el experimento a realizar y la cantidad celular.

4.1.3.Congelacion y descongelacién celular

Para llevar a cabo la congelacion de células, estas son tripsinizadas, recogidas en 5 mL PBS 10 % SFB
y centrifugadas (Nahita Blue) a 1500 rpm 4 min. Tras ello, se retira el sobrenadante y el pellet se
resuspende en medio DMEM completo que se afiade en un tubo criogénico (TPP) con 10 % de DMSO
(dimetilsulfoxido), solvente organico que actlia como agente criopreservante (Sigma-Aldrich). Estos
viales se depositan en un contenedor de congelacion con isopropanol para permitir un enfriamiento
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uniforme (descenso de 1 °C/min) que se almacena a -80 °C. Tras 24 horas, los criotubos se almacenan
en N liquido hasta su uso.

Para la descongelacion de células se diluye el contenido del criotubo en medio DMEM para reducir el
efecto toxico del DMSO. Se siembran inicialmente en placas de 100 mm y tras 24 horas se cambia el
medio para retirar completamente el DMSO.

4.1.4.Cuantificacion de la densidad celular mediante contaje con camara Neubauer

Este método se utilizé cuando se requeria utilizar una cantidad concreta de células como, por ejemplo,
en los ensayos de MTT. Primero se debe obtener el pellet celular siguiendo el mismo procedimiento que
en la congelacion. El pellet se resuspende en 1 mL de medio DMEM del que se toma una alicuota de 50
ul a la que se adicionan 50 pul de azul tripano al 0,4 % en NaCl 15 mM. (Fluka). Este compuesto se trata
de un colorante vital capaz de introducirse tinicamente en las células que presentan la membrana dafiada
y, por tanto, se consideran no viables; mientras que las vivas quedan brillantes. El contaje se realiza con
la camara de Neubauer y la densidad celular se calcula usando la siguiente formula:

] cel N9 de células viables - Factor de dilucién - 10*
Densidad celular (—)
N? de cuadrantes contados

4.2. Evaluacion de la expresion génica por PCR cuantitativa (QPCR)

Con el objetivo de comparar la expresion de diferentes genes con la temperatura y linea celular se realizo
una PCR cuantitativa. El tratamiento de hipertermia consistié en incubar 1 hora a 43 °C, 45 °C 0 47 °C,
dejando como control 37 °C. Tras ello, se recogieron las células por tripsinizacion, el pellet se 1avo dos
veces con PBS y se guard6 a -80 °C hasta su uso.

Para aislar el RNA total se utilizo el reactivo TRIzol™ (Invitrogen) siguiendo el protocolo del fabricante.
Una vez se consiguid el pellet se resuspendid en agua estéril libre de RNasas. Para determinar la
concentracion y pureza del RNA obtenido se emple6 el espectofotometro NanoValue™. El cDNA se
sintetizo, a partir de 1 pg de RNA utilizando el kit NZY First-Strand cDNA synthesis Kit de NZTtech,
siguiendo las introducciones del fabricante. Finalmente, la reaccion de qPCR se realizo en el equipo
QuantStudio 5 en el servicio de secuenciacion del CIBA (Centro de Investigacion Biomédica de Aragon)
en un volumen de reaccion final de 10 pl: 1 pl cDNA (dilucion 1/5), 5 pul méster mix (Thermo Fisher
Scientific), 3,5 pul H,O Gibco® y 0,5 ul primers mix (directo y reverso, S uM cada uno) (primers usados

especificados en Tabla I) (Sigma-Aldrich). El nivel relativo de mRNA se calculd mediante el método
2 —A ACt.

Tabla 1. Tabla de los primers utilizados en la gPCR indicando la referencia de GenBank, posicion y secuencia.

Referencia . .. .
Gen GenBank Cebador Posicion Secuencia
HIF-1o NM 001530 HIF-10 RTF 271-287 ACATCGCGGGGACCGAT
- HIF-1a RTR 534-511 TCAATATCCAAATCACCAGCATCC
ICAM-1 RTF 194-213 TGTGACCAGCCCAAGTTGTT
ICAM-1 NM 000201
¢ - ICAM-1 RTR 434-415 TAAGGTTCTTGCCCACTGGC
ATF4 NM 001675 ATF4 RTF 140-159 ATGGGTTCTCCAGCGACAAG
- ATF4 RTR 237-218 GAAGGCATCCTCCTTGCTGT
53 RTF 713-734 CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG
p53 NM_000546 P
p53 RTR 840-819 TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC
Drpl RTF 1447-1469 AT ATAGTTGAAGTGGTGA
Drpl NM_ 012062 p GATGCC GTTGAAGTGGTGAC
Drpl RTR 1580-1558 CCACAAGCATCAGCAAAGTCTGG

16



Nif2 NM 006164 Nrf2 RTF 422-444 CACATCCAGTCAGAAACCAGTGG
- Nrf2 RTR 533-512 GGAATGTCTGCGCCAAAAGCTG
1 RTF 1212-12 TGGTTGGAGATCAGAGTGCT
Opal NM_ 130837 Opa 33 GTGGTTGGAGATCAGAGTGCTG
Opal RTR 1341-1320 GAGGACCTTCACTCAGAGTCAC
hActb NM 001101 Act.ln RTF 419-438 CGCGAGAAGATGACCCAGAT
- Actin RTR 489-468 ACAGCCTGGATAGCAACGTACA

4.3. Extraccion de mitocondrias

Con el objetivo de comparar el ensamblaje y estabilidad de los complejos y supercomplejos
mitocondriales con la temperatura y linea celular se realizo la extraccion y purificacién de mitocondrias
para posteriormente llevar a cabo electroforesis en gel Blue Native con la que se realiz6 un ensayo de
actividad en gel (IGA) e inmunodeteccion con Western Blot (WB).

El tratamiento de hipertermia consistié en incubar 1 hora a 45 °C y 47 °C y, como control se tom6 37
°C. Tras el tratamiento se obtuvieron los pellets celulares siguiendo el procedimiento de congelacion y
se lavaron dos veces con PBS antes de congelar a -80 °C hasta su uso. La congelacion no sirve solo para
conservar la muestra, sino también para facilitar la ruptura posterior de las células.

Para proceder con la extraccién de mitocondrias se debe descongelar el pellet celular lentamente en
hielo. Una vez descongelado, se resuspende en un tampon hipotonico (sacarosa 83 mM, MOPS 10 mM,
pH 7,2), cuyo volumen dependera de la cantidad de células que se tenga en cada caso (7 volimenes
tampon hipotdnico:1 volumen pellet celular). Se incuba durante 2 minutos en hielo y, a continuacion, se
homogeniza mediante 10 “pops”. Inmediatamente después se afiade 1 volumen de tampon hipertdnico
(sacarosa 250 mM, MOPS 30 mM, pH 7,2), se mezcla y se centrifuga a 1.000 g durante 5 minutos a 4
°C para eliminar nticleos y células no rotas. Se recoge el sobrenadante en tubos eppendorf (donde se
encuentra la fraccion mitocondrial) y se centrifuga a 12.500 g durante 2 minutos en una microfuga a 4
°C. El pellet resultante (fraccion mitocondrial) se resuspende en medio A (10 mM Tris-HCI, pH 7.4,
sacarosa 0,32 M, EDTA 1 mM, 5 mM MgCl) y se vuelve a centrifugar a 12.500 g, 2 min, 4 °C. Tras
eliminar el sobrenadante, seglin el tamaio del pellet se resuspende en el volumen adecuado de medio
BN sample buffer (50 mM NaCl, 50 mM Imidazol, 2 mM &cido aminocaproico, ] mM EDTA pH = 7,0)
para que la concentracion final de proteinas sea de 10 mg/mL. A continuacion, se afiade digitonina, que
es un detergente suave para lisar las mitocondrias y que permite ver la formacion de supercomplejos (10
% en 50 mM NaCl, 50 mM Imidazol, 5 mM &cido aminocaproico, 4 mM PMSF) en una proporcion de
4 g por g de proteina mitocondrial (0,4 mL/mL de suspension mitocondrial). Se incuba en hielo durante
5 minutos, se centrifuga a 13.600 g, 22 minutos, 4 °C y se recoge el sobrenadante al que se afiade 1/3
del volumen final de tampdn de carga Coomassie brilliant Blue G-250 (G-250) al 5 %.

4.4. Electroforesis en Gel Blue Native-PAGE (BN-PAGE)

A partir de las muestras obtenidas tras el proceso de extraccion de mitocondrias se montan dos geles
BN-PAGE (NativePAGE™ 3 a 12 %, Bis-Tris, 1,0 mm; Invitrogen™) en el soporte y se afiade los
tampones del catodo A (NativePAGE™, 1X de Cathode Buffer Additive, Invitrogen™) (50 mM Tricine,
15 mM Bis-Tris pH = 7,0 (4 °C), 0,02 % G-250) y del anodo (NativePAGE™, 1X de Running Buffer,
Invitrogen™) (50 mM Bis-Tris, pH = 7,0). Tras ello, se procede a cargar los geles: uno es para realizar
ensayo de actividad en gel en el que se afiaden 12,5 ul/pocillo; y otro para hacer inmunodeteccion con
Western Blot frente a diferentes anticuerpos, en el que se cargan 10 pl/pocillo.

La electroforesis se realiza en la camara fria (4-8 °C). Los primeros 30 minutos se deja correr a 80 V,
tras lo que se aumenta el voltaje a 155 V limitando la corriente a 12 mA/gel durante otros 30 minutos.
Pasado este tiempo, se sustituye el tampon del catodo A por el B (NativePAGE™, 0,1X de Cathode
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Buffer Additive, Invitrogen™) (50 mM tricine, 15 mM Bis-Tris pH = 7,0 (4 °C), 0,02 % G-250), que se
caracteriza por tener un 10 % menos de G-250 que el tampon del catodo A, y se deja correr hasta que el
frente llega abajo, aproximadamente hora y media mas.

4.4.1.Ensayo de actividad en gel

Tras la separacion de los supercomplejos de la cadena respiratoria mediante la electroforesis BN-PAGE
se puede evaluar la funcionalidad de estos incubando con la solucion adecuada. En este caso, se analizo
la actividad del complejo I (NADH deshidrogenasa) sumergiendo el gel en una solucion especifica 5
mM Tris-HCI, pH 7.4 junto con NADH (0,1 mg/mL) y NBT (2,5 mg/mL) protegido de la luz. A los
pocos minutos ya se puede observar sefal.

4.4.2 Electrotransferencia e inmunodeteccion por Western Blot

Una vez terminada la electroforesis, se realizo un Western Blot usando anticuerpos frente a los diferentes
complejos mitocondriales (anticuerpos utilizados especificados en 7abla 2). El primer paso es transferir
las proteinas desde el gel a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Hybond-P de
Amersham, Cytiva) utilizando el sistema Mini Trans-Blot® Cell de Bio-Rad. Para preparar la membrana
se debe cortar un trozo de membrana similar al gel que se activa sumergiéndola en metanol 100 %
durante 10 segundos; tras ello, se lava en agua destilada por 5 minutos y, finalmente, se equilibra
sumergiéndola en tampon de transferencia BSN (Tris 48 mM, glicina 39 mM, metanol 20 % (v/v), SDS
0,038 %) durante 10 minutos. Simultaneamente, se sumerge el gel en el mismo tampon por 10 minutos.
Una vez los materiales estan preparados, se procede a montar el sistema de electrotransferencia en una
bandeja llena de BSN, en orden: cara negra del sandwich, esponja, 2 papeles Whatman, gel, membrana,
2 papeles Whatman, esponja y la cara transparente. Los papeles Whatman deben ser previamente
humedecidos en BSN y hay que asegurar que no quedan burbujas entre las diferentes capas. Cerrado el
sistema se coloca en el soporte con los electrodos y esto en la cubeta a la que se afiade un nucleo
magnético, un bloque de hielo y se llena con BSN. La electrotransferencia se lleva a cabo en la camara
fria (4-8 °C) con agitacion durante 2 horas a 80 V, 1 hora a 100 V o toda la noche a 30 V. Terminada la
transferencia, se fijan las proteinas incubando la membrana en metanol 100 % 10 segundos. Tras lo cual
se deja sumergida en PBS-T (Tween20 al 0,1 % en PBS) (4 °C) hasta su uso.

Antes de comenzar la inmunodeteccion, se debe bloquear la membrana mediante incubacion en una
disolucion de 5 % leche desnatada en polvo PBS-T durante al menos 1 hora, con agitacion, a temperatura
ambiente o toda la noche a 4 °C. Se elimina el exceso de agente bloqueante con lavados cortos en PBS-
Ty se procede con la inmunodeteccion. El anticuerpo primario se diluye a la concentracion recomendada
(Tabla 2) en 0,25 % leche desnatada en polvo PBS-T y se incuba 1-4 horas a temperatura ambiente con
agitacion o toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se retira la solucion anterior y se lava la membrana 2
veces con PBS-T durante 10 minutos. Se diluye el anticuerpo secundario anti-IgG de raton
(Invitrogen™) 1:5000 en 0,1 % leche desnatada en polvo PBS-T y se incuba 45-60 minutos con
agitacion a temperatura ambiente. Se descarta la solucion y se lava con PBS-T un lavado de 15 minutos
y 3 de 5 minutos.

Para llevar a cabo la deteccion de proteinas se mezclan dos volimenes iguales de los reactivos de
revelado (Thermo Fisher Scientific). La mezcla se afade sobre la membrana distribuyendo la mezcla
uniformemente y se deja incubar 1 minuto. Finalmente, se coloca la membrana entre dos plasticos y se
revela usando el instrumento (Amersham Imager 600). Para cuantificar la intensidad de las bandas se
utiliza el programa disponible dentro del instrumento.

Con el objetivo de reutilizar la membrana para varias inmunodetecciones se pueden eliminar los
anticuerpos previamente usados sumergiendo la membrana en solucion de stripping (2-mercaptoetanol
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100 mM, SDS 2 %, Tris-HC1 1 M pH = 6,7) durante 30 minutos a 58 °C, agitando cada 10 minutos. Tras
ello, se lava varias veces con PBS-T a temperatura ambiente y agitacion con lo que la membrana se

podra volver a usar.

Tabla 2. Tabla de los anticuerpos utilizados en Western Blot indicando la casa comercial, concentracion usada y anticuerpo

secundario correspondiente.

Anti
Complejo Anticuerpo Casa comercial | Concentracion " lcuer[?o Casa comercial
secundario
I o-NDUFB6 antlcue'rpo Invitrogen™ 1:5000 Antl-IgG de Invitrogen™
monoclonal de raton ratoén
-SDHA anti Anti-IgG d
I * an 1cuer;?o Invitrogen™ 1:5000 n g ¢ Invitrogen™
monoclonal de raton raton
-UQCRC2 anti ) Anti-IgG d .
11 -UQ an lcue}’po Invitrogen™ 1:5000 m g ¢ Invitrogen™
monoclonal de raton raton
-COl1 anti lonal . Anti-IgG d .
v * an lcuerp? fonociona Invitrogen™ 1:5000 o g ¢ Invitrogen™
de raton raton

4.5. Ensayos de citotoxicidad mediante reduccion de MTT

Para estudiar como interaccionan la combinacion de hipertermia y el efecto del farmaco Mdivil (Sigma-
Aldrich) sobre las tres lineas celulares de trabajo, se realizaron ensayos de reduccion de MTT (bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5 difeniltetrazolio) (34) con los que se puede conocer la actividad
metabolica celular.

Se evaluaron dos condiciones diferentes. En la primera se realizo el tratamiento de hipertermia que
consistio en dos horas a 43 °C o una hora a 45 °C, tomando 37 °C como control. Tras la incubacion se
retir6d el medio y se afiadieron las concentraciones a estudiar del farmaco: 10 uM, 20 uM y 40 pM v,
con controles sin tratar, que se dejaron 48 horas actuar. En la segunda condicion se invirti6 el orden de
aplicacion, primero se incubo 48 horas con Mdivil y tras ello se realizd el tratamiento de hipertermia
midiendo inmediatamente después. Para llevar a cabo los ensayos se utilizaron, en cada caso, 3 placas
de 96 pocillos una para cada temperatura.

Al finalizar los tratamientos, se retira el contenido de todos los pocillos y se afiaden 200 pl de medio
DMEM y 50 ul del compuesto MTT (Sigma-Aldrich, 5 mg/mL)) dejando las placas a 37 °C entre 1-6
horas. Transcurrido el tiempo, se vacian los pocillos, se adicionan 200 pul de DMSO y se agitan las placas
para que los cristales de formazan se disuelvan completamente y la solucion quede homogénea.
Finalmente, se procede a la lectura de la placa mediante espectrometria midiendo absorbancia a 550 nm
con el lector de placas (Biochrom™ EZ Reader 400 Microplate Reader — Fisher scientific). Los datos
son obtenidos a partir del software ADAP.

4.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en los diferentes experimentos se realiz6 mediante el
programa GradhPad Prism 8.0.1. Todos los resultados estan expresados como medias = SEM. Para las
comparaciones se realizo el test de andlisis de la varianza (ANOVA) bilateral y se han determinado los
siguientes criterios para considerar estadisticamente significativo: * =p < 0,05; ** =p <0,01 y ***=p
<0,0001.
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5. Resultados y discusion

5.1. Efecto de la temperatura sobre el sistema OXPHOS: Analisis del ensamblaje de SCs
mediante Gel Blue Native-PAGE con Western Blot e In Gel Activity

Con el objetivo de explorar la eficacia de la hipertermia como terapia contra el cancer y estudiar las
posibles diferencias en el efecto del tratamiento seglin la linea celular, se evalu6 la organizacioén y
actividad del sistema OXPHOS a 37 °C (control), 45 y 47 °C en tres lineas diferentes de cancer de mama.
Para ello, tras las incubaciones, se obtuvieron los extractos mitocondriales, se solubilizaron con
digitonina y se realizaron electroforesis en geles Blue Native que permiten separar los complejos
individuales y supercomplejos respiratorios manteniendo su funcionalidad. Seguidamente, se realizaron
ensayos de In Gel Activity (1GA) y Western Blot (WB).

Para estos experimentos no se ha estudiado el efecto de 43 °C, ya que la experiencia previa del grupo de
investigacion ha mostrado que a esta temperatura el efecto es muy poco notable. (35)

MDA-MB-231 MDA-MB-468 MCF7

37°C 45°C 47°C 37°C 45°C 47°C 37°C 45°C 47°C
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Figura 4. 1) Resultados del ensayo de In Gel Activity y 2A-5B) la inmunodeteccion de los diferentes complejos y
supercomplejos respiratorios mediante Western Blot. Las muestras corresponden a las mitocondrias aisladas de las
diferentes lineas celulares tras el correspondiente tratamiento de hipertermia durante 1 hora.

En cuanto al In Gel Activity (Figura 4.1) se observa un patron aparentemente similar en las tres lineas
celulares; aunque presentan diferentes intensidades que podrian reflejar la diferente abundancia y/o
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actividad de los supercomplejos que contienen CI, asumiendo una carga de material equivalente entre
las distintas muestras (ver mas adelante). En orden de mayor a menor intensidad se encuentran MCF7,
MDA-MB-468 y MDA-MB-231, destacando por su baja sefial las muestras de la linea MDA-MB-231.
Esto podria asociarse a las diferentes capacidades respiratorias entre las lineas, siendo MDA-MB-231
la mas glucolitica de las tres, aunque, de nuevo, seria necesario normalizar por alguna proteina que
indique la cantidad de material cargado. Por tanto, tendria sentido que, al hacer menor uso del sistema
OXPHOS, MDA-MB-231 presente menor actividad que MDA-MB-468 y MCF7 que se caracterizan
por un metabolismo OXPHOS mas marcado.

Respecto al efecto del tratamiento hipertérmico en la organizacion de CI (SCs) se observa, de forma
general, una disminucion en la intensidad de las bandas conforme aumenta la temperatura en todas las
lineas celulares. En MCF7 y MDA-MB-468 la sefial detectada a 37°C y 45°C es bastante similar,
destacando una gran caida a 47 °C; en MDA-MB-231 el efecto en el descenso de la sefal ya es
observable a 45 °C llegando a casi desaparecer a 47 °C. La aparente mayor afectacion en la linea MDA -
MB-231 podria ser porque a 37 °C la intensidad ya es muy débil o porque es mas sensible a la
temperatura que el resto de las lineas celulares.

Se pueden llegar a las mismas conclusiones acerca del efecto de la hipertermia en la organizacion del
CI (SCs) con los resultados del Western Blot (Figura 4. 24 y 2B). Es cierto que, en este caso, en la linea
MDA-MB-468 (Figura 4. 2B) parece observarse un aumento en la intensidad de la banda a 45 °C
respecto a 37 °C. Esta diferencia no parece muy significativa y podria deberse a que se ha cargado
diferente cantidad de material o una transferencia no homogénea. Acerca de la linea MDA-MB-231
(Figura 4. 24), para una mejor observacion, se expusieron las membranas por separado y durante mas
tiempo. Cuando se revelaban todas las lineas celulares juntas se veia la diferencia de sefial comentada
en In Gel Activity (Figura 4.1).

En el caso del CIII (Figura 4. 34 y 3B), conforme incrementa la temperatura se observa un descenso en
la sefial detectada en las bandas de SCs. Este efecto se compensa con un incremento en la intensidad del
CIII libre. Por lo que, una mayor temperatura parece inducir el desensamblaje de los supercomplejos
pasando el CIII generado a formar parte de la fraccion de complejo III libre. En la linea MDA-MB-468,
nuevamente, a 45 °C se ve un incremento de la intensidad en comparacion con el control que se podria
explicar de igual forma que en el caso del CI (SCs).

Examinando las sefiales en el control, en el CI no se observa presencia libre mientras que en el CIII si.
Ademas, el aumento en la cantidad de complejo libre con la hipertermia tampoco se observa en el caso
del CI, donde la pérdida de intensidad del supercomplejo no lleva a la aparicion de una nueva banda que
represente el CI libre. Se ha descrito que en células humanas el CI libre es muy poco abundante y
resultados previos del grupo indican que este es particularmente sensible al aumento de temperatura
(35). Por tanto, parece que el desensamblaje del CI de los SCs con la temperatura lleva a la degradacion
paralela de este, a diferencia de lo que ocurre en el caso del CIII.

Respecto a la banda correspondiente a CIII + CIV no se aprecia ninguna diferencia significativa con la
temperatura. Unicamente, remarcar que no se detecta en la linea MDA-MB-468 aunque podria ser un
problema relacionado con la cantidad de material cargado.

Finalmente, cabe destacar la aparicion de una banda extra (Figura 4. 34 y 3B, marcada con un asterisco)
a 47 °C en las lineas MDA-MB-231 y MCF7 justo debajo de la sefial del CIII (SCs) que no esta presente
en controles ni se aprecia a 45 °C. La aparicion de esta banda se ha reportado en trabajos previos del
grupo de investigacion (35). Se cree que podria ser un producto de degradacion de la banda superior
resultado del efecto de la temperatura, donde se han eliminado algunas de las subunidades que estaban
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formando parte del supercomplejo. La pérdida de elementos lleva a una reduccion en el peso molecular
que explica por qué aparece debajo de la banda original.

Acerca de la senal detectada por el CIV (Figura 4. 44 y 4B, banda superior), en las lineas MDA-MB-
231 y MCF7 no se aprecia cambio sustancial con el incremento de la temperatura; mientras que, en la
linea MDA-MB-468 si que se observan diferencias, especialmente un aumento en la sefial al pasar de
37 °C a 45 °C y 47 °C. Hay que destacar nuevamente la aparicion de una banda extra bajo la principal
en la linea MCF7 (Figura 4. 4B, marcada con un asterisco) a la que se le atribuye la misma explicacion
que en el caso de la banda extra descrita para el CIII.

La imagen del CII (Figura 4. 54 y 5B) se ha utilizado como control interno de carga ya que, al no estar
tan afectado por la temperatura, permite que su sefial se use para normalizar la del resto de complejos,
aunque lo ideal seria disponer de una proteina que no pertenezca al sistema OXPHOS y cuyos niveles
no cambien con los tratamientos.

Las diferencias que se ven en la estabilidad de los complejos y supercomplejos con el incremento de la
temperatura pueden ser debidas a una sensibilidad diferente a la hipertermia o a fuerzas de unién mas
fuertes/débiles entre las subunidades que forman los complejos y en las interacciones entre estos en los
SCs.

En conclusion, estos hallazgos muestran que a temperaturas superiores a 37 °C los complejos y
supercomplejos respiratorios se ven afectados, tanto a nivel organizativo como funcional. De forma que,
el tratamiento de hipertermia parece comprometer la organizacion del sistema OXPHOS y con ello la
funcién mitocondrial.

5.2. Efecto de la temperatura en la expresion de mRNA: Evaluacion de la expresion génica
por PCR cuantitativa (qPCR)

Con el objetivo de obtener informacion acerca de los mecanismos moleculares celulares que pueden
estar inducidos / reprimidos en respuesta a la hipertermia se evaluaron los niveles de expresion de
diversos genes, por gPCR. Con esta técnica se puede analizar como responden las lineas celulares a las
temperaturas estudiadas y si existen diferencias entre los fenotipos tumorales.

Dos proteinas que se relacionan con los tumores son HIF-1a y p53.

Las regiones tumorales se caracterizan por un ambiente hipoxico que lleva a la induccion de los
factores inducibles por hipoxia (HIF-1a) y los genes que éstos regulan. La produccion elevada de HIF-
la se relaciona con proliferacion del cancer, angiogénesis, migracion, invasién, peor prognosis y
resistencia terapéutica. (11,36) A 37 © el nimero de copias del mRNA es mas alto en la linea MDA-MB-
231, seguido de 468 y MCF7, lo que podria estar relacionado con su diferente capacidad metastasica.
El tratamiento de hipertermia se ha visto que es capaz de incrementar la disponibilidad de O, en la region
tumoral, por lo que se reduciria la expresion de HIF-1a. En este caso se esta trabajando con cultivos
celulares, donde se logra reducir el nivel de mRNA en las MDA-MB-468 y MCF7 al alcanzar los 47 °C;
mientras que las MDA-MB-231 parecen mas sensibles, siendo 43 °C suficiente como para generar una
caida que practicamente anula su expresion (Figura 5). Este efecto es realmente interesante, teniendo
en cuenta que a 37 °C es la linea con mayor expresion. Como se tratan de cultivos celulares habria que
comprobar si esta reduccion se traduce a una mayor oxigenacion en tumor.

pS53 es un gen supresor de tumores critico que estd mutado en mas de la mitad de todos los canceres
humanos. Las mutaciones en p53 no solo perjudican su actividad antitumoral, sino que también le
confieren propiedades oncogénicas como mayor proliferacion y metastasis. El enfoque de la terapia
dirigida a p53 es una estrategia atractiva que trata de restaurar las funciones de la variante silvestre p53
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o eliminar p53 mutante. (37) Las lineas MDA-MB-468 y 231 presentan pS3 mutado; mientras que MCF7
contiene la proteina silvestre (38). Al igual que con HIF-1a, a 37 °C MDA-MB-231 tiene mayor
expresion de mRNA de p53, seguido 468 y MCF7. Nuevamente, la diferente expresion tiene sentido ya
que se trata de lineas celulares diferentes. El tratamiento con hipertermia muestra un efecto
potencialmente positivo en las lineas MDA-MB-231 y MCF7 solamente a 43 °C reduciendo los niveles
de mRNA, no observandose ningtin beneficio en MDA-MB-468 (Figura 6) (37). Por lo que, la HT no
parece ser una estrategia adecuada para dirigirse contra p53.
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Otra de las caracteristicas de los tumores es la evasion del ataque inmune que, en algunos casos, se
refleja con una reduccion en la expresion de ICAM-1 (Molécula de adhesion intracelular 1). Se trata de
una proteina transmembrana encargada de mediar el reconocimiento por las células inmunes.
Basalmente, la linea MDA-MB-468 es la que presenta mayor nivel de expresion, encontrandose muy
por detras MDA-MB-231 y MCF7 con un nivel realmente bajo. El tratamiento de HT muestra un
incremento en el nivel de mRNA tanto en MDA-MB-231 alcanzando progresivamente el maximo a 47
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°C, como en MDA-MB-468 aunque solo a 43 °C, no viéndose cambios estadisticamente significativos
en MCF7 (Figura 7). En cualquier caso, el efecto de la temperatura lleva o bien a un aumento o a ningiin
cambio en el mMRNA ICAM-1. Si esto se reflejara en un incremento en la expresion de proteina podria
ser una de las razones que explique la capacidad de la HT de atraer las células inmunitarias al area del
tumor. Al igual que con HIF-1a, con [CAM-1 en la linea MDA-MB-231 se estd logrando un beneficio
terapéutico gracias al tratamiento con hipertermia.
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Figura 7. Tabla con las representaciones del porcentaje de numero de copias de ICAM-1 a las diferentes temperaturas y en
las tres lineas celulares. El nivel relativo de mRNA se calculé mediante el método 2722t y se ha representado respecto al
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porcentaje y mostrando la desviacion estandar.

En condiciones normales, las mitocondrias llevan a cabo ciclos frecuentes de fision y fusion
mitocondrial regulados, entre otros, por Drpl (Proteina 1 relacionada con la dinamina) y Opal
(Dinamina mitochondrial OPA1 como GTPasa) respectivamente. (39) Dada la estrecha relacion entre la
mitocondria y la termogénesis celular es posible que la dindmica mitocondrial se vea afectada por la
hipertermia. Basalmente, si el nivel de mRNA se tradujera a expresion de proteina, parece que presenta
mas fision mitocondrial la linea MDA-MB-468, seguida de la MCF7 y MDA-MB-231 y, aunque en
menor intensidad, también parece tener mayor fusion mitocondrial MDA-MB-468, seguida de 231 y
MCF?7. Tras el tratamiento con hipertermia, en cuanto a la fusion mitocondrial (Opal) existe variabilidad
de respuesta entre las lineas celulares: MDA-MB-468 no presenta cambio estadisticamente significativo;
MCF7 presenta un incremento a 43 °C y ningun efecto respecto al control al resto de temperaturas; y
MDA-MB-231 muestra una reduccion en el nivel de mRNA a todas las condiciones hipertérmicas
estudiadas. La perspectiva desde la fision mitocondrial (Drp1) presenta una vision diferente, ya que, en
todas las lineas o bien se consigue un aumento en la expresion de mRNA o ningin efecto (Figura 8).
Esto puede sugerir que la fision mitocondrial es uno de los mecanismos con los que las células tratan de
responder frente al shock térmico.

Dado que la hipertermia es un tipo de estrés, se han medido dos factores de transcripcion relacionados
con el estrés celular: ATF4 (Factor de transcripcion activador 4) y Nrf2 (Factor nuclear eritroide similar
al factor 2).

ATF4 es un factor de transcripcion implicado en multitud de mecanismos celulares. El estrés en
el reticulo endoplasmatico es un proceso que activa el ATF4 formando parte del mecanismo de respuesta
a proteinas desplegadas (UPR). (40) Por otro lado, también se ha reportado la sobreexpresion de este
factor en algunos canceres, entre ellos el de mama, que se relaciona con peor pronostico y resistencia a
tratamientos. (41) A 37 °C la linea MDA-MB-231 es la que expresa mayor cantidad de mRNA de ATF4,
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seguida de la 468 y MCF7. Este nivel de mRNA contintia concordando, al igual que HIF-1a, p53 ¢
ICAM-1, con las caracteristicas metastasicas y agresivas de la linea MDA-MB-231. Uno de los posibles
efectos de la HT es el desplegamiento de proteinas que llevaria a la activacidon del proceso UPR. Esto
parece verse en las lineas MCF7 con un incremento del nivel de mRNA de ATF4 a todas las temperaturas
y en MDA-MB-468 a 45 °C (Figura 9). Sorprendentemente, en el caso de las MDA-MB-231 se ve un
gran descenso con la aplicacion de temperatura. Este efecto es cuanto menos interesante no solo porque
son basalmente las que mayor nivel de ATF4 expresan, sino también porque parece indicar que no serian
capaces de responder ante el choque térmico, al menos usando el mecanismo de UPR.

Finalmente, Nrf2 es un factor de transcripcion que se activa por estrés oxidativo. Este factor se
encarga de regular la expresion de genes que protegen a las células frente a los agentes oxidantes, asi
como de otros mecanismos del metabolismo intermediario. Basalmente, MDA-MB-231 expresa un
mayor nivel de Nrf2 seguida de 468 y MCF7. El incremento de la temperatura causa un aumento
significativo en el nivel de mRNA a 45 °C en la linea MDA-MB-468 y a 43 °C en 231 y MCF7, sin
cambios respecto a 37 °C en el resto de las temperaturas estudiadas (Figura 9). Si se hubiera trabajado
con un modelo de tumor, este efecto podria ser resultado de la capacidad de la hipertermia de reoxigenar
la region tumoral que pueda llevar un incremento en el estrés oxidativo. Sin embargo, en este caso se
tratan de cultivos celulares por lo que el incremento en la expresion de Nrf2 puede estar relacionado con
la generacion de ROS. Un exceso de especies reactivas de oxigeno influiria negativamente la funcion
mitocondrial. Los resultados del WB mostraban un impacto entre temperatura y estabilidad de
supercomplejos en todas las lineas celulares que podrian estar relacionados, en caso de que el nivel de
mRNA se tradujera a proteina, con un aumento en Nrf2 ocasionado por un incremento en ROS.
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Figura 8. Tabla con las representaciones del porcentaje de niimero de copias de Drpl y Opal a las diferentes temperaturas y
en las tres lineas celulares. El nivel relativo de mRNA se calculé mediante el método 2722t y se ha representado respecto al
nivel presente a 37 °C en cada una de las células. Debajo de los graficos aparece en la fila indicada con % Copias 37 °C
relativo (*) = Media niimero de copias respecto Actina 37 °C normalizado frente a la linea MDA-MB-468, representado en
porcentaje y mostrando la desviacion estandar.
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Figura 9. Tabla con las representaciones del porcentaje de nimero de copias de Nrf2 y ATF4 a las diferentes temperaturas y
en las tres lineas celulares. El nivel relativo de mRNA se calculé mediante el método 2722Ct y se ha representado respecto al
nivel presente a 37 °C en cada una de las células. Debajo de los grdficos aparece en la fila indicada con % Copias 37 °C
relativo (*) = Media niimero de copias respecto Actina 37 °C normalizado frente a la linea MDA-MB-468, representado en
porcentaje y mostrando la desviacion estandar.

De forma general se ve que las lineas celulares difieren en cémo responden a la hipertermia bien
presentando efectos contrarios en activacion / represion de los mecanismos o mediante el mismo efecto,
pero a diferentes temperaturas. Esto es coherente, debido a que cada una representa un fenotipo tumoral
diferente. Se ve aparentemente que la linea MDA-MB-231, a pesar de presentar la mayor agresividad,
es la mas sensible al tratamiento con hipertermia con una disminucion de HIF-1a y ATF4, asi como un
incremento en ICAM-1. Este efecto de mayor sensibilidad a la temperatura también se observaba en los
resultados del Western Blot. Sin embargo, hay que ser conscientes de estar midiendo mRNA y no nivel
de proteina, por lo que seria necesario comprobar que estos cambios en expresion génica se reflejan en
cambios en la cantidad de proteina. Para ello, por ejemplo, se podria utilizar Western Blot, citometria de
flujo, inmunocitoquimica o microscopia electronica en el caso de fusion y fision mitocondrial.
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5.3. Ensayo de la sinergia entre hipertermia y otros tratamientos: Analisis de la actividad
metabolica mediante MTT.

Los resultados de la qPCR, en concreto el aumento del nivel de mRNA de Drpl con la temperatura,
parecen indicar que la fision mitocondrial es uno de los mecanismos con los que las células responden
ante el tratamiento de hipertermia. Partiendo de esta premisa y con el objetivo de estudiar la posible
sinergia entre la HT y otros tratamientos, se decidid realizar ensayos de MTT para estudiar las
diferencias en la actividad metabolica entre las distintas lineas celulares con la combinacion de
temperatura y el farmaco Mdivil, un inhibidor especifico de la proteina Drpl. De esta forma, si las
células utilizan la fision mitocondrial para protegerse frente a la hipertermia, al bloquear este proceso se
veria un mayor efecto conforme incrementa la temperatura y concentracion del farmaco. Para escoger
las concentraciones con las que trabajar se hicieron ensayos previos a 37 °C para estudiar como afectaba
basalmente el farmaco a las lineas celulares
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Figura 10. Representacion de la actividad metabolica relativa, normalizada con la obtenida a 37 °C en ausencia de farmaco
en cada una de las lineas celulares, respecto a la temperatura aplicada (una hora a 43 °C o dos horas a 45 °C) segun la
concentracion de farmaco (Mdivil: control, 10 uM, 20 uM y 40 uM) estudiada en cada una de las lineas celulares. En la

condicion uno se aplico el tratamiento de hipertermia y tras ello 48 horas de incubacion con el farmaco. En la condicion dos

se invirtio el orden de aplicacion. En la tabla TR = tratamiento con farmaco, HT = Hipertermia.

Con el objetivo de estudiar la posibilidad de sensibilizar las células mediante hipertermia para potenciar
la accion del farmaco, se aplico primero la incubacion de hipertermia (dos horas a 43 °C o una hora a 45
°C) y posteriormente se afiadio Mdivil a diferentes concentraciones dejandolo actuar durante 48 horas
a37°C.

A 37 °C se observa como afecta el farmaco a las lineas celulares sin el pretratamiento con hipertermia.
Como se observa en la figura 10, paneles superiores, se produce una reduccion en la actividad
metabolica, que es estadisticamente significativa a partir de una concentracion de 20 uM, en todas las
lineas celulares conforme incrementa la concentracion de Mdivil aplicada, por lo que tiene un efecto
negativo sobre las células. Este descenso es mas intenso en la linea MDA-MB-231 volviéndose a
posicionar como la mas sensible de las tres lineas celulares, seguida de la MDA-MB-468 y MCF7.

Al aplicar la incubacion de 43 °C en la linea MCF7 se obtiene el mismo patréon que con 37 °C no
pareciendo que se incremente el efecto del farmaco a esta temperatura. En el caso de las lineas MDA -
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MB-468 y 231 si que se observa una reduccion practicamente del 50 % de la actividad metabdlica en
comparacion con el control a 37 °C, pero esta disminucion se observa ya en ausencia del farmaco. A la
maxima concentraciéon de Mdivil se logra reducir todavia mas la actividad metabolica, pero se acaba
practicamente igualando a aquella alcanzada con la misma concentracion a la temperatura control.

Finalmente, a 45 °C la actividad metabdlica detectada tanto en ausencia como en presencia del farmaco
es, con poca diferencia, la misma. Esto da a entender que es el tratamiento con hipertermia el que genera
el efecto, no observandose una sinergia entre ambos tratamientos, ya que, si asi fuera, con el incremento
en la concentracion de farmaco se veria una reduccion en la actividad metabdlica. Esta observacion
también podria ser debida a otras causas: 1) que el tiempo de incubacion de 1 hora a 45 °C es excesivo,
quedando las células tan dafiadas que ya no pueden ser mas afectadas por el farmaco; 2) porque las
células no utilizan la proteina Drpl para responder a la hipertermia, por lo que la inhibicion de esta no
provoca ningin cambio, de forma que el incremento en mRNA de la qPCR igual no se refleja en la
cantidad de proteina; o 3) debido a que a la mayor concentracion de Mdivi a 37 °C se consigue
practicamente el maximo efecto del mismo y por ello no se observan diferencias al aplicar temperaturas
elevadas.

Habiendo obtenido estos resultados se decidi6 invertir el orden de los tratamientos, aplicando primero
durante 48 horas el farmaco, y tras ello incubando con el correspondiente tratamiento de hipertermia e
inmediatamente después realizar la medicion. De esta forma, se puede estudiar si el farmaco produce
sensibilidad a las células frente a la temperatura.

Desde una perspectiva general (Figura 10, paneles inferiores), se observa en todas las lineas celulares
que el patron obtenido de actividad metabodlica correspondiente a 43 y 45 °C es similar respecto al del
control a 37 °C. Ya que, aunque es cierto que existe una reduccidon en el porcentaje de actividad
metabolica, especialmente al comparar las dos concentraciones mas altas, este efecto es minimo. Al ser
tan ligera la diferencia no pareceria ser suficiente como para plantearse la aplicacion de una terapia
combinada con estos tratamientos. El efecto terapéutico que muestra la sinergia entre hipertermia y
Mdivil no parece valer la pena teniendo en cuenta que aplicar dos terapias supone un mayor gasto
econdémico que solo una y podria implicar también mayores efectos secundarios. Ademas, se puede
llegar a las mismas conclusiones que con la anterior terapia: que Drp1 no sea un mecanismo de respuesta
frente a la hipertermia o que a 37 °C Mdivil produzca ya practicamente el maximo efecto.

Al comparar ambas condiciones se observa que el efecto de la temperatura sobre la actividad metabdlica
en ausencia del firmaco es mas marcado en la primera forma de aplicacion de los tratamientos. Esto
lleva a pensar que la hipertermia no genera solo un impacto inmediato, sino que condiciona la posterior
evolucion del cultivo, implicando que los mecanismos celulares que sean activados por la temperatura
requieren tiempo para afectar a las células. Comparando este dafio por choque térmico entre las tres
lineas celulares se observa nuevamente que la linea més afectada es la MDA-MB-231 lo que es
coherente con todos los resultados obtenidos hasta el momento, de cerca le sigue MDA-MB-468 y
finalmente MCF7 es la mas resistente.

5.4. Analisis del efecto del tratamiento de hipertermia en la morfologia celular

Los resultados obtenidos con los ensayos de MTT parecian mostrar que el tratamiento de hipertermia
por si solo causaba una reduccion drastica en la actividad metabolica celular. Este efecto no se observaba
unicamente inmediatamente después de la incubacion, sino que se hacia mas marcado tras un “tiempo
de recuperacion” a 37 °C. Con el objetivo de determinar qué efecto podria estar causando el shock
térmico en las células, se realizé un seguimiento mediante microscopia antes y en varios intervalos tras
el calentamiento a 45 °C (0 horas, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 24 horas y 48 horas) usando la linea
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celular MDA-MB-468. Con este ensayo también se pretendia determinar a partir de qué momento tras
la incubacion las células empezaban a mostrar los efectos de la hipertermia, lo que serviria para saber a
qué tiempo realizar mediciones en posteriores ensayos.

Si se comparan las imagenes del control (Figura 11) con las obtenidas inmediatamente tras calentar e
incluso tras 2 horas a 37 °C, el cambio mas notable que se puede apreciar es que las células se encogen
sutilmente y adquieren una forma que tiende a ser mas redondeada, lo que se ve especialmente en la
linea MDA-MB-231 (Figura 12). Este evento se habia detectado a lo largo del resto de experimentos
cuando tras incubar y recoger las células se observaba que, a temperaturas elevadas, tienden a despegarse
del fondo de la placa, lo que se traduce en una forma redondeada al tratarse de células adherentes.

CONTROL 0 HORAS 2 HORAS 4 HORAS

1 1 | S| | |
" 100 pm " 100 pm 100 pum 100 pm
6 HORAS 8 HORAS 24 HORAS 48 HORAS

r 1 r 1 .

100 pm 100 pm 100 pm 50 um

Figura 11. Imdgenes representativas obtenidas con el microscopio invertido ZOE Fluorescent Cell Image de la linea celular

MDA-MB-468 antes de calentar (control), inmediatamente tras la incubacion de 1 hora a 45 °C (0 horas), y tras diferentes

tiempos de incubacion a 37 °C: 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 24 horas y 48 horas. Las imdagenes han sido recortadas y
ampliadas para mostrar la region de interés.

Figura 12. Imagen obtenida con el microscopio invertido ZOE Fluorescent Cell Image de la linea celular MDA-MB-231 tras
la incubacion de 1 hora a 45 °C'y 2 horas de incubacion a 37 °C.

A partir de las 4 horas a 37 °C comienzan a aparecer en el citoplasma una especie de vesiculas con forma
circular perfecta, que van aumentando en niimero y tamaiio con el tiempo post-tratamiento. Se puede
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apreciar especialmente esta progresion al pasar de 6 a 8 horas, ya que la imagen corresponde al mismo
grupo de células. Ademas de los cambios en las vesiculas, también parece que las células se expanden
y se separan unas de otras pasando a ocupar mas espacio. Finalmente, en estas mismas imagenes, parece
que la célula mas a la derecha (marcada con un asterisco rojo), durante esas dos horas, ha liberado
algunas de estas vesiculas al exterior celular.

A las 24 y 48 horas tras el tratamiento, se observa que las vesiculas incrementan de tamafio, pierden la
morfologia circular perfecta y la membrana que las rodea parece perder consistencia al presentar menor
intensidad, aunque puede ser porque la foto esté tomada en diferente plano de enfoque. La expansion de
las vesiculas lleva a ocupar todo el citoplasma acabando por definir la forma celular.

Estas iméagenes vienen a confirmar lo que mostraban los resultados del MTT, es decir, que el tratamiento
de hipertermia tiene un efecto sobre el estado celular que condiciona su posterior evolucion. Acerca de
qué mecanismos estan siendo activados o que les estd ocurriendo a las células no pueden ser
determinados Unicamente con estas imagenes. Revisando la bibliografia se han reportado diversos
efectos inducidos por estrés térmico: daiio en el citoesqueleto que se puede exhibir como agregados en
el citoplasma (42); también se ha descrito en células CHO detenidas en fase G1 la aparicion de vesiculas
cerca de la membrana que, dependiendo de la cantidad y tamafio, pueden ser expulsadas al exterior o no
(43); desnaturalizacion y depdsito de proteinas desplegadas en agregados que pueden ser posteriormente
disgregados por los mecanismos de respuesta o saturar a la célula e inducir muerte celular (44);
acumulacion de gotas lipidicas por induccion de la ruta mTOR (45); asi como apoptosis, necrosis,
catastrofe mitotica (6) y autofagia (44). Para determinar qué esta ocurriendo se requeririan experimentos
adicionales. En cualquier caso, se esta observando que la reduccion en la actividad metabdlica detectada
mediante el MTT se esta reflejando en el aspecto celular. La temperatura causa algun tipo de estrés al
tiempo de ser aplicada que depende del tipo celular, y de la intensidad del tratamiento: temperatura
aplicada y duracion de la incubacion.

6. Conclusiones / Conclusions

6.1. Conclusiones

Tras realizar los estudios que componen este trabajo de fin de grado se obtienen las siguientes
conclusiones:

e Las lineas celulares de tumor de mama responden de forma diferente a la hipertermia, y parece
que las de la linea MDA-MB-231 son més termosensibles que MDA-MB-468 y MCF7.

e El tratamiento de HT parece comprometer la organizacion y actividad del sistema OXPHOS vy,
con ello, la funcion mitocondrial.

e El calentamiento de los cultivos celulares afecta a la expresion génica de HIF-1a, pS3, ICAM-
1, Drpl, Opal, ATF4 y Nrf2. Los cambios detectados difieren entre las lineas celulares
utilizadas.

e No se ha detectado una sinergia entre el firmaco Mdivil y la aplicacién de calor, al menos en
las lineas celulares y temperaturas estudiadas.

e La ausencia de potenciacion de efectos entre la hipertermia y Mdivil parece indicar que las
lineas celulares utilizadas no inducen la fisidon mitocondrial para responder al shock térmico a
las temperaturas aplicadas.

e La hipertermia, por si sola, es capaz de inducir una reduccion en la actividad metabolica celular.

e La morfologia celular se ve afectada de gran manera tras la aplicacion de temperaturas por
encima de 37 °C. Este efecto va aumentado conforme pasa el tiempo tras el calentamiento y
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depende de la linea celular, tiempo y temperatura de incubacion, lo que indicaria que una parte
de las células no se recupera tras el tratamiento de hipertermia.

6.2. Conclusions

After conducting the studies that form this final degree Project, the following conclusions have been
obtained:

e Breast cancer cell lines respond differently to hyperthermia, with MDA-MB-231 being more
thermosensitive than MDA-MB-468 and MCF7.

e HT treatment appears to compromise the organization and activity of the OXPHOS system and,
consequently, mitochondrial function.

e Heating the cell cultures affects the gene expression of HIF-1la, p53, ICAM-1, Drpl, Opal,
ATF4, and Nrf2. The detected changes differ among the cell lines used.

e No synergy has been detected between the drug Mdivil and heat application, at least in the cell
lines and temperatures studied.

e The lack of collaboration between hyperthermia and Mdivil seems to indicate that the cell lines
used do not induce mitochondrial fission to respond to thermal shock at the applied
temperatures.

e Hyperthermia alone can induce a reduction in cellular metabolic activity.

e Cell morphology is greatly affected after the application of temperatures above 37 °C. This effect
increases as time passes after heating and depends on the cell line, incubation time, and
temperature, indicating that some of the cells do not recover after hyperthermia treatment.

7. Perspectivas futuras
Las perspectivas futuras que se plantean en la continuacion de esta investigacion son:

e Estudiar el efecto entre la combinacion de hipertermia y otro tipo de tratamientos como
inmunoterapia o quimioterapia.

e Determinar si los cambios observados en expresion génica se traducen de igual forma en el nivel
de proteina.

e Tratar de descifrar los mecanismos celulares activados por el tratamiento de hipertermia que
llevan a la reduccion de la actividad metabolica celular.

e Trabajar paralelamente en investigacion basica del tratamiento de hipertermia y la estrategia de
hipertermia magnética intracelular local.
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